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Atualmente, os anticorpos monoclonais (mAbs) apresentam-se como a classe
prevalente de proteinas recombinantes terapéuticas para o tratamento de
diversas doencas, incluindo o cancro (ex: cancro da mama, leucemia e cancro
da préstata), doencas autoimunes (artrite reumatoide e doenca de Crohn), asma
e doencas cardiovasculares e infeciosas. Embora o processamento a montante
de mAbs, e em particular da imunoglobulina G (1gG), tenha vindo a melhorar
consideravelmente ao longo dos Ultimos anos, 0 processamento a jusante nao
tem progredido a esse mesmo ritmo, sendo atualmente considerado a etapa
limitante da producédo de IgG. A plataforma estabelecida para a sua purificacédo
compreende uma etapa primaria de captura do anticorpo através de
cromatografia de afinidade com proteina A, seguido de duas etapas
cromatograficas subsequentes de purificacdo. Apesar de este ser 0 método
predileto da industria, existem limitacBes atuais decorrentes da utilizacdo de
cromatografia, nomeadamente os elevados custos associados ao processo e
ainda limitacdes intrinsecas ao préprio ligando. Neste sentido, os sistemas
aquosos bifasicos (SAB) apresentam-se como uma valiosa alternativa nao-
cromatografica, permitindo a reducdo de custos e do numero de etapas
envolvidas no processo, comparativamente aos métodos convencionais. No
entanto, os SAB tradicionais constituidos maioritariamente por sais e/ou
polimeros tém-se mostrado pouco seletivos, resultando em baixos rendimentos
e fatores de purificagdo. Por outro lado, os liquidos i6nicos (LIs) sdo uma nova
classe de solventes que permitem manipular a polaridade e afinidade das fases
coexistentes através de uma escolha adequada da sua estrutura quimica.
Apesar desta possibilidade, a sua aplicacdo na formagdo de SAB para a
extracdo e purificacdo de IgG ainda néo foi reportada na literatura. Assim sendo,
neste trabalho estudaram-se vérios Lls como adjuvantes, em vdrias
concentracdes, em SAB convencionais PEG/Fosfato e PEG/Dextrano, para a
extracdo seletiva e posterior purificac@o de IgG diretamente de sobrenadantes
de linhas celulares desenvolvidas a partir de ovario de hamster chinés (CHO).
De acordo com os resultados obtidos, é possivel constatar que a presenca de
LIs como adjuvantes permite manipular a polaridade e afinidade das fases
coexistentes dos SAB, aumentando o seu potencial de extracéo para a lgG. Mais
ainda, o sistema constituido por PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H20 + 20%
[Camim]Br demonstrou-se extremamente promissor para a extracdo seletiva e
posterior purificacdo de IgG, possibilitando a extracdo de 1gG para a fase rica
em PEG com um rendimento de 82% e com um grau de pureza de 64% em
apenas uma etapa. Neste contexto, foi assim desenvolvida uma nova plataforma
de extracdo e purificagdo de IgG diretamente a partir de sobrenadantes de
culturas celulares CHO, sendo previsivel a sua aplicacdo a larga escala.
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Currently, monoclonal antibodies (mAbs) are the most prevalent class of
recombinant protein therapeutics for the treatment of several diseases, namely
cancer (e.g.: breast cancer, leukemia and prostate cancer), auto-immune
disorders (rheumatoid arthritis and Crohn’s disease), asthma, and
cardiovascular and infectious diseases. Although the upstream processing of
mADbs, especially immunoglobulin G (IgG), has improved considerably in the last
years, the downstream processing has not evolved at the same pace and is
currently considered the bottleneck in the manufacturing of therapeutic 19G. The
established platform for IgG purification comprises a capture primary stage of the
antibody using protein A affinity chromatography, followed by two subsequent
chromatographic purification steps. Although this is the industry golden standard
purification platform, there are some problems arising from the use of
chromatography, such as the high cost associated to the process and also some
intrinsic limitations of the ligand itself. In this context, aqueous biphasic systems
(ABS) can be highlighted as a promising non-chromatographic alternative, taking
into account their advantages resulting from a reduction of the costs and number
of steps involved in the process when compared with conventional methods.
However, traditional ABS mainly composed of salts and/or polymers are not
selective, resulting in low yields and purification factors. On the other hand, ionic
liquids (ILs) are a new class of solvents which allow the manipulation of the
polarity and affinity of the coexistent phases by an appropriate choice of the
chemical structure of the IL. However, and despite this possibility, their
application in the formation of ABS for the extraction and purification of IgG has
not yet been reported in the literature. In this context, herein in this work, several
ILs were studied as adjuvants in different concentrations, in conventional
PEG/Phosphate and PEG/Dextran ABS, for the selective extraction and further
purification of IgG directly from Chinese Hamster Ovary (CHO) cell culture
supernatants. According to the obtained results, it was demonstrated that the
presence of ILs as adjuvants allowed the manipulation and the tailoring of
phases’ polarities/affinities, increasing ABS extraction potential towards 1gG.
Moreover, the system composed of PEG 3350 + dextran 500 kDa + H20 + 20%
[Camim]Br has lead to extremely promising results concerning the selective
extraction and further purification of 1gG, achieving extraction yields of 82% for
the PEG-rich phase with a purity level of 64% in a single-step. In this context,
novel ABS composed of IL as adjuvant is proposed as an effective platform for
the extraction/purification of value-added IgG directly from CHO cell cultures
supernatants, and their application at a large scale is thus envisaged.
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Figura 14 — SDS-PAGE de um gel 12% T e 3% C, corado com azul de Coomassie,
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Figura 37 — Espetros de emissdo de fluorescéncia na regido compreendida entre 300 —
500 nm da IgG na sua forma nativa (em PBS) e na fase rica em PEG ap0s a sua extragdo
utilizando SAB constituidos por PEG + dextrano + H20 e com diferentes concentragdes
de [Ch][Ac] como adjuvante: (A) Espetro de emissdo de fluorescéncia normalizado de
acordo com o comprimento de onda maximo; (B) Espetro de emissdo de fluorescéncia
0O I 1o T 4071142 Vo o PRSP 110
Figura 38 — Espetros de DC na regido do Far-UV (198 — 250 nm) da IgG na sua forma
nativa (em PBS) e na fase rica em PEG apds a sua extragdo utilizando SAB constituidos
por PEG + dextrano + H,O e com diferentes concentragdes de [P4444]Cl como adjuvante.
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Anexo B

Figura B. 1 — Exemplo de uma curva de calibracdo tipicamente utilizada para a
quantificacdo de 1gG por cromatografia de afinidade com Proteina G, obtida através de
solugdes stock de IgG Gammanorm com concentracdes compreendidas entre 0,2 mg/L e
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Figura C. 1 — Exemplo de uma curva de calibracdo tipicamente utilizada para a

quantificacdo de Lls por quantificacdo do anido CI através de elétrodo seletivo de
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Anexo D
Figura D. 1 — Exemplo de uma curva de calibragdo tipicamente utilizada para a

quantificacdo das proteinas totais pelo método de Bradford, obtida com a BSA como
padrdo e com concentragdes compreendidas entre 5 mg/L e 400 mg/L. ..........c.c...e. 138
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1. Introducio

1.1. Ambito da investigacio

Nos ultimos anos, tém vindo a emergir microrganismos multirresistentes que
apresentam mecanismos de resisténcia aos antibidticos e a terapias convencionais,
doencas que nao respondem a terapias convencionais, assim como individuos cujo
sistema imune é insensivel a vacinagdo comum. Estes acontecimentos tém fomentado o
desenvolvimento de terapias, alternativas, entre as quais constam os biofarmacos, e em
particular os anticorpos [1]. Os biofarmacos tém melhorado consideravelmente o
tratamento de varias doencas, e por vezes apresentam-se como a Unica terapia aprovada
e disponivel para as mesmas [2]. Por defini¢do, os biofarmacos sdo produtos de origem
biologica, de elevado peso molecular, com uma composicdo molecular dificil de definir
uma vez que sdo provenientes de misturas heterogéneas a partir de organismos vivos,
células, animais ou plantas [3, 4]. Estes podem entéo tratar-se de proteinas recombinantes,
anticorpos ou até mesmo acidos nucleicos ou produtos derivados destes. Assim sendo,
estes produtos de base bioldgica possuem varias aplicacbes em areas de interesse para a
medicina, nomeadamente na imunizacdo, e no tratamento de doencas oncoldgicas,
autoimunes, cardiovasculares, inflamatérias e neuroldgicas [2]. Contudo, apesar de em
muitos casos os biofarmacos serem a unica terapia disponivel, o custo de producéo de
anticorpos de elevada qualidade/grau de pureza para aplicacdo em imunoterapia passiva
continua bastante elevado devido a inexisténcia de um método de purificagcdo eficaz e
economicamente viavel, o que tem condicionado portanto a sua aplicacdo em larga escala
e como terapia recorrente [5].

Os anticorpos monoclonais (mAbs) apresentam-se como a classe prevalente de
proteinas recombinantes terapéuticas utilizadas para o tratamento de diversas doengas,
nomeadamente o cancro (como por exemplo o cancro da mama, leucemia e cancro da
prostata), doencas autoimunes (artrite reumatoide e doenca de Crohn), asma e doencas
cardiovasculares e infeciosas [6]. No que concerne a producdo de mAbs terapéuticos, um
dos aspetos mais desafiantes no ambito do mercado biofarmacéutico é o facto de serem
requeridas doses terapéuticas bastante elevadas, culminando numa crescente necessidade
de se obterem elevadas quantidades de mAbs puros [7]. Os anticorpos sdo um produto

biolégico que pode ser produzido a partir de linhas celulares e extraido do seu



sobrenadante extracelular, sem qualquer processo de purificacdo prévio, exibindo
consequentemente um elevado contedo de impurezas. Assim, atualmente a producéo de
anticorpos terapéuticos compreende duas etapas principais: 0 processamento a montante
(upstream), que consiste na producdo de anticorpos por linhas celulares obtidas a partir
de células mamiferas; e o processamento a jusante (downstream), que consiste na
recuperagdo, purificacdo e isolamento dos anticorpos da debris celular, meio de
processamento e biomoléculas contaminantes [15]. De facto, o processamento a montante
dos mAbs tem melhorado consideravelmente nos ultimos anos. Por sua vez, o
processamento a jusante ndo tem progredido a esse mesmo ritmo, sendo atualmente
considerado a etapa limitante da producdo de mAbs [8, 9]. Uma vez que se pretende que
estes anticorpos sejam obtidos com um grau de pureza excecional a partir da matriz
complexa que é o sobrenadante, 0 processo a jusante consiste no passo critico de todo o
processo [10].

Atualmente, a purificacdo de mAbs é efetuada atraves de uma plataforma de extracéo
que engloba trés etapas cromatograficas, compreendendo uma etapa primaria de captura
do anticorpo através de cromatografia de afinidade com proteina A (cromatografia proA),
seguido de duas etapas subsequentes de purificacdo de modo a remover as proteinas
celulares remanescentes, ADN, proteina A que tenha sofrido lixiviagdo da coluna de
afinidade, agregados, e ainda providenciar um nivel adequado de remocao viral [11, 12].
A cromatografia proA baseia-se na interacdo altamente especifica entre a regido Fc dos
mADbs e a proteina A imobilizada, a qual € um componente da parede celular de uma
bactéria designada Staphylococcus aureus, e que permite obter purezas superiores a 99%
num Unico passo [13]. Embora este seja 0 método predileto pela indUstria para obter
elevadas eficiéncias de extracdo e elevada seletividade, existem algumas limitacdes
decorrentes da utilizacdo da cromatografia, nomeadamente os elevados custos associados
ao processo — 0s quais podem ser até 10 vezes superiores comparativamente com 0s
suportes cromatograficos convencionais [8] — e ainda limitacGes intrinsecas do préprio
ligando. Estas limitaces incluem: i) a possivel lixiviacdo do proprio ligando e a sua co-
eluicdo juntamente com o anticorpo-alvo, ii) a baixa estabilidade face as severas
condicBes de higienizacao requeridas, e ainda iii) as consequéncias na integridade do
anticorpo ocorridas na fase de eluicdo, uma vez que a eluicdo € efetuada em condicOes
acidicas que podem causar a inativacdo e/ou agregacdo do anticorpo [10]. E assim
evidente, a necessidade de desenvolver um método de processamento a jusante capaz de

originar melhores rendimentos e de efetuar a purificagdo numa operacdo unitéria, e que



apresente a capacidade de lidar com elevadas densidades celulares, contrariamente ao que
acontece com as tecnologias solido-liquido tradicionais (centrifugagéo e filtracao).

A demanda por protocolos alternativos de purificagdo ndo-cromatogréafica, que
permitam colmatar as limitagcdes impostas pela cromatografia proA, tem sido um tépico
de elevado interesse nos Ultimos anos. Nesse sentido, os sistemas aquosos bifésicos
(SAB) podem constituir uma potencial e valiosa alternativa. De facto, recentemente tém
sido apresentados varios trabalhos de investigagdo no desenvolvimento de técnicas
alternativas de extracdo, concentracdo e purificacdo de produtos de valor acrescentado
das mais diversas matrizes, tais como antioxidantes [14], proteinas [15], enzimas [16] e
hormonas [17], recorrendo a técnica de extracdo liquido-liquido por SAB. Estes permitem
combinar inUmeras caracteristicas favoraveis a extracdo de anticorpos, nomeadamente
uma elevada biocompatibilidade e seletividade, possibilidade e facilidade de aplicacéo a
escala industrial, com baixo custo associado, elevada produtividade e elevada estabilidade
quimica e proteolitica [18]. Para além disso, 0s SAB permitem a integracdo do processo,
podendo ser utilizados em etapas iniciais de purificacdo de bioprodutos, de forma a
integrar a clarificacdo e captura destes a partir de um meio de cultura celular ndo-
clarificado [4].

Face ao exposto, 0 objetivo deste trabalho prende-se com o desenvolvimento de uma
plataforma eficaz para a extracdo seletiva e consequente purificacdo de anticorpos
monoclonais, em particular da imunoglobulina G (IgG — anticorpo monoclonal (mADb)
mamifero) do sobrenadante de culturas celulares, utilizando SAB constituidos por
liquidos ionicos (LIs) como adjuvantes. O desenvolvimento desta nova tecnologia visa a
obtencdo de biofarmacos menos dispendiosos, mais eficientes do que alguns dos atuais

farmacos, e com os padrfes de pureza necessarios a industria biofarmacéutica.

1.2. Mercado biofarmacéutico

O mercado biofarmacéutico tem vindo a crescer constantemente desde que a insulina
recombinante humana Humulin, produzida por Escherichia coli, foi aprovada para o
tratamento da diabetes no ano de 1982, tendo sido o primeiro biofarmaco oficialmente
aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos da América
[19]. Mais tarde, em 1986, a proteina humana tissue plasminogen activator (tPA) tornou-
se a primeira proteina terapéutica proveniente de células mamiferas a obter aprovacao no

mercado. Ainda durante esse ano, a FDA aprovou o primeiro anticorpo monoclonal



(mADb) terapéutico, Ortoclone OKT3, produzido in vivo por células de hibridoma [20].
Atualmente, existem cerca de 150 proteinas terapéuticas aprovadas nos Estados Unidos
da América e na Unido Europeia, demonstrando a sua importancia no tratamento de
diversas patologias [21]. Para além disso, mais de 500 proteinas com potencial como
biofarmacos estdo a ser avaliadas em ensaios clinicos, sendo que 0s avangos
biotecnoldgicos em areas como a gendmica e protedmica tém exercido enorme relevancia
na descoberta desses novos candidatos [22]. O mercado global de produtos
biofarmacéuticos estimado em US$199,7 milhares de milhdes no ano de 2013, foi
projetado para atingir os US$497,9 milhares de milhdes no ano de 2020 [23].

Nos ultimos 10 anos, tem-se verificado um crescente potencial comercial por parte dos
anticorpos, tornando-se o tipo de biofarmaco terapéutico mais utilizado em diversas areas
médicas e cientificas, devido a sua capacidade de ligacdo a antigénios com elevado grau
de afinidade e especificidade [24]. Com a progressdo da medicina para uma nova era que
visa a terapia personalizada, a utilizacdo de mAbs permanece na linha da frente no que
respeita ao tratamento de um espetro alargado de doengas. Em particular, os mAbs
constituem o maior segmento de producdo no mercado biofarmacéutico global, com uma
participacdo estimada de 25,6% em 2013, contabilizando cerca de US$75 milhares de
milhGes, sendo previsivel que atinja os US$125 milhares de milhdes no ano de 2020 [25].
No periodo compreendido entre 2010 e 2015, previa-se que 0s mAbs conseguissem gerar
por si s6 US$25 milhares de milhdes (Tabela 1), seduzindo deste modo, um nimero
crescente de empresas a expandirem-se neste dominio, com a esperanca de garantir um
crescimento a longo prazo [26]. De facto, durante o ano de 2014, 36 das 50 companhias
farmacéuticas mais relevantes no mercado (com excecdo das empresas de genéricos),

tiveram presenca no setor dos mAbs terapéuticos/vacinas.

Tabela 1 — Vendas globais combinadas das 50 principais companhias farmacéuticas (excluindo as
companhias de medicamentos genéricos) por tipo de molécula, no periodo compreendido entre 2010 e 2015
[26].

Vendas (US$ milhares de milhges)

Diferenca nas
Tipo de macromolécula 2010 2011 2012 2013 2014 2015 vendas entre
2010 e 2015
Pequenas moléculas 413 414 402 398 399 401 -12
Proteinas terapéuticas 70 73 76 79 81 81 11
Anticorpos monoclonais 46 52 57 62 67 71 25
Vacinas 24 25 28 30 31 32 8

Gragas a esta demanda robusta do mercado, a aprovacdo de novos produtos e novas

indicagdes, bem como ao langamento de medicamentos genéricos de mAbs, prevé-se que



o tamanho do mercado global dos mAbs ira ascender em mais 12% no periodo 2013-
2017, atingindo em 2017 os US$141 milhares de milhGes [27]. Em Junho de 2015,
encontravam-se aprovados um total de 43 mADbs terapéuticos pela FDA e 5 encontravam-
se ainda em revisdo (Ver Anexo A — Tabela A. 1) [28].

Impulsionado pela perspetiva otimista do mercado, pelo avango das tecnologias de
mADbs e a breve expiracdo das patentes de varios medicamentos baseados em mAbs, por
exemplo o infliximab (Remicade® da Johnson & Johnson), o trastuzumab (Herceptin® da
Roche) e o adalimumab (Humira® da Abbott), a investigaco e industrializagdo de mAbs
tem vindo a ganhar um elevado destaque em termos de investimento global [27]. Assim,
0S anticorpos apresentam, comprovadamente, um papel relevante no mercado
biofarmacéutico, quer a nivel econdémico, quer ao nivel da melhoria da eficiéncia do
tratamento de diversas patologias. Apesar da eficacia e seguranca dos mAbs para
administracdo em humanos, em particular quando estes apresentam um elevado grau de
pureza e mantém as suas atividades especificas, 0 acesso a este tipo de terapéutica tem
sido dificultado pelos elevados custos de producéo associados, tornando impreterivel o
desenvolvimento de um método de purificacdo de anticorpos eficaz e economicamente
viavel [29, 30].

1.3. Anticorpos

Os anticorpos sdo proteinas que se encontram no plasma e fluidos extracelulares [24].
S&o um dos principais efetores do sistema imune adaptativo, e a sua producao prende-se
com a resposta a moléculas e organismos (tais como bacteérias, virus, moléculas estranhas
e outros agentes) que sdo neutralizados e/ou eliminados por estes. Os anticorpos tratam-
se, portanto, de glicoproteinas excretadas por linfocitos B especializados (plasmaocitos),
podendo também ser designados por imunoglobulinas (Ig) uma vez que contém um
dominio estrutural encontrado em varias proteinas.

Sdo vérias as populacbes de Ig passiveis de serem encontradas a superficie dos
linfocitos, em secrecdes exocrinas e em fluidos extravasculares [31]. Cada animal pode
produzir milhGes de anticorpos diferentes, cada um dos quais é capaz de se associar
especificamente a uma particula estranha, o antigénio [24]. Os linfécitos B que contém
recetores especificos, reconhecem e ligam-se a determinantes antigénicos do antigénio,
promovendo um processo de divisdo e diferenciacdo que transforma os linfocitos B em

plasmacitos, que sintetizam predominantemente anticorpos [31].



A estrutura dos anticorpos € constituida por quatro cadeias polipéptidicas,
nomeadamente por duas cadeias pesadas (com aproximadamente 55 kDa cada cadeia) e
duas cadeias leves idénticas (com aproximadamente 25 kDa cada cadeia), organizadas
em forma de “Y” [24]. Cada uma destas cadeias contém multiplas regides constantes e
uma variavel, associadas por ligacdes de dissulfureto e ligacdes ndo-covalentes,
resultando numa molécula com peso molecular de aproximadamente 150 kDa, tal como
se pode observar na Figura 1.
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Figura 1 — (A) Representacdo esquematica de um anticorpo. Proteina com uma forma em “Y”, composta
por duas cadeias leves (representadas a vermelho) e duas cadeias pesadas (representadas a azul). As cadeias
pesadas apresentam trés seccdes contantes (azul claro) e uma regido variavel (azul escuro). As cadeias leves
apresentam uma regido constante (rosa claro) e uma regido variavel (rosa escuro). A parte inferior do
anticorpo é designada regido Fc, & qual se encontram associados dois bragos, as regides Fab. As cadeias
leves e pesadas associam-se por ligacBes de dissulfureto. Os dominios varidveis apresentam regides
determinantes de complementaridade (CDRs) que ligam diretamente ao antigénio. (B) Representacdo
tridimensional de um anticorpo convencional. As cadeias pesadas encontram-se representadas a verde e a
azul, enquanto que as cadeias leves da molécula se encontram representadas a laranja e rosa. Adaptado de
Moran et al [32].

A ligacdo do anticorpo ao antigenio é feita no fragmento de ligacdo ao antigénio (Fab)
através de regides determinantes de complementaridade (CDRs). Estas CDRs sao
compostas por diferentes sequéncias de aminoacidos de acordo com o tipo de antigénio a
que se associam, pelo que sdo designadas de regides hipervariaveis [33]. As cadeias
pesadas associadas por ligacdes de dissulfureto encontram-se localizadas numa regido
flexivel designada de charneira, que contém aproximadamente 12 aminoacidos
(essencialmente prolina, treonina, serina e cisteina) e que é bastante sensivel a clivagem
enzimatica ou quimica [31]. Cada regido globular formada pelo enrolamento das cadeias
polipeptidicas resultante da ligacdo de dissulfureto é designada de dominio. Todas as

cadeias polipeptidicas contém regides constantes (C) e regides variaveis (V), encontradas



nos terminais carboxilo e amino, respetivamente. As cadeias leves contém uma Unica
regido V e uma Unica regido C, enquanto que as cadeias leves possuem igualmente uma
regido V e trés regides C. S&o as regides V das cadeias leves e pesadas que, combinadas,
formam dois locais idénticos de ligacdo a antigénio. No que concerne as funcdes destas
cadeias, as cadeias pesadas sdo responsaveis por dar caracteristica ao sistema imune,
sendo que as cadeias leves sdo responsaveis por definir a especificidade de ligacdo ao
antigénio. O efeito e funcdo dos anticorpos, tal como o transporte placental ou a
toxicidade celular dependente de antigénio, sdo mediados por determinantes estruturais
no fragmento cristalizavel (Fc) da imunoglobulina.

Nos mamiferos, é possivel encontrar cinco classes de Ig (dependendo da sequéncia
primaria de aminoacidos das cadeias pesadas presentes na sua constituicdo),
nomeadamente a IgG, IgM, IgA, IgD e IgE. Por sua vez, tanto a IgA como a IgG,
encontram-se subdivididos em subclasses — os isotipos — devido aos polimorfismos
verificados nas regides conservadas da cadeia pesada [24]. Cada classe de Ig determina
um tipo e natureza temporal da resposta imune. Atualmente, sdo conhecidos dois isotipos
de IgA — IgAl e IgA2, sendo que, relativamente a 1gG, séo conhecidos quatro isotipos —
IgG1, 19gG2, 1gG3 e 1gG4. Numa perspetiva biotecnologica, a 1gG apresenta-se como a
classe de anticorpos mais importante, uma vez que séo as lg mais abundantes no sangue
(representando 75% dos anticorpos ai presentes), e demonstram-se como o formato
dominante de anticorpos terapéuticos [34].

A interacdo de um antigénio com um anticorpo é, evidentemente, crucial para as
funcdes biologicas naturais desse mesmo anticorpo [24]. A especificidade da resposta de
um anticorpo é mediada por células T e/ou B, através de recetores de membrana que ligam
a um antigénio alvo de uma Unica especificidade. Apos a ligacdo a um antigénio
apropriado e consequente rececdo de varios sinais de ativacdo, os linfocitos B dividem-
se, produzindo células B de memoria e clones de plasmécitos secretores de anticorpos
[31]. A memdria dos linfocitos B permanece latente até serem posteriormente ativados
pelo seu antigénio especifico [24]. Os linfocitos providenciam, deste modo, a meméria
celular basica e consequente resposta do anticorpo quando exposto novamente ao seu
antigénio especifico. Devido a natureza altamente complexa da maioria dos antigénios,
estes apresentam Vvarios epitopes, que sdo reconhecidos por um vasto ndmero de
linfocitos.

Os anticorpos podem operar através de varios mecanismos, de forma a neutralizar

otenciais efeitos lesivos por parte de organismos “estranhos”. De facto, assim que a
p g



regido Fab de um anticorpo se liga ao antigénio, é bloqueada a sua interagdo com outros
ligandos, e é emitido um sinal agonista que desencadeia vérias cascatas de sinalizacéo
[35]. Estas fungGes podem ser independentes da regido Fc do anticorpo, contudo, as
interacbes entre esta regido e outras moléculas podem acelerar processo. Dois dos
mecanismos pelos quais 0s anticorpos podem atuar, e que séo dependentes da regido Fc,
sdo o citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC) e/ou o citotoxicidade
dependente do complemento (CDC). Nas respostas ADCC, os anticorpos ligam-se a
antigénios nas células-alvo e o dominio Fc envolve recetores Fc que existam a superficie
de células efetoras, tais como macréfagos e células NK (células exterminadoras naturais).
Estas células, por sua vez, despoletam o processo de fagocitose ou lise da célula-alvo. No
caso das respostas CDC, os anticorpos eliminam as células-alvo despoletando a cascata
de complemento a superficie da célula.

Os anticorpos podem ser distinguidos em anticorpos monoclonais (mAbs) e anticorpos
policlonais (pAbs), sendo que as diferencgas entre si definem as limitagdes de utilizagdo
de cada tipo de anticorpo [24]. A decisdo relativamente a escolha do tipo de anticorpos a
utilizar depende, portanto, de varios fatores, sendo o mais importante o objetivo para a
qual sdo requeridos, uma vez que cada tipo apresenta as suas proprias vantagens e
desvantagens no que concerne a sua producéo, custos e aplicacdes.

Como ja foi referido anteriormente, a maioria dos antigénios sdo altamente complexos,
apresentando inimeros epitopes que sao reconhecidos por um vasto nimero de linfécitos
[36]. Cada linfécito € ativado de forma a proliferar e diferenciar-se em plasmaocitos, e o
anticorpo resultante é policlonal. De facto, o soro trata-se de uma excelente fonte de
anticorpos policlonais, dado que sdo frequentemente produzidos em animais e
reconhecem epitopes independentes no antigénio, sendo capazes de se ligar a diferentes
substancias [24]. Contrariamente a este caso, 0s anticorpos monoclonais tratam-se de
anticorpos produzidos por um unico clone de um linfdcito B, resultando numa populacao
de anticorpos idénticos entre si [37].

Os pAbs podem ser produzidos muito mais rapidamente, com custos associados
reduzidos, e ndo requerem técnicos com aptiddes e competéncias técnicas téo especificas,
comparativamente com a producdo de mAbs [38]. Assim sendo, como estes anticorpos
sdo heterogéneos e reconhecem um espetro alargado de epitopes a superficie de
determinados antigénios, estes podem ser bastante Gteis na amplificacdo do sinal de uma
proteina-alvo que apresente baixos niveis de expressdo, uma vez que a proteina-alvo se

liga a mais do que um anticorpo nos multiplos epitopes [24]. Mais ainda, os pAbs



apresentam-se mais tolerantes a eventuais mudancas que ocorram num reduzido nimero
de epitopes, tais como polimorfismos, glicosilagdo ou leve desnaturacdo. Para além disso,
estes anticorpos apresentam maior estabilidade numa gama mais alargada de pH e de
concentracdo de sal, enquanto que os mAbs sdo muito mais suscetiveis e pequenas
alteracbes em ambos os parametros devido a inexisténcia de variabilidade entre si.

No que concerne aos mADs, estes tém sido alvo de uma intensa investigacao desde que
a sua producéo foi possivel em 1975, quando G. Kohler e C. Milstein publicaram um
artigo relativo aos métodos de producdo destes anticorpos, obtendo posteriormente, no
ano de 1984, o prémio Nobel da Medicina [39]. A elevada especificidade dos mAbs, dado
que apenas podem interagir com uma substancia especifica, revela-se como uma
excelente vantagem, principalmente para fins terapéuticos, mas também para a avaliagdo
de alteracbes em conformacdes moleculares, interagdes proteina-proteina, estados de
fosforilagdo/glicosilagdo, e na identificagdo de membros unicos de familias de proteinas
[24]. Esta especificidade revela-se também bastante atrativa para inimeros ensaios
clinicos e testes de diagndstico laboratorial tais como a detecdo e identificacdo de analitos,
marcadores celulares, agentes patogénicos, entre outros [38]. Contudo, a sua
monoespecificidade pode também ser considerada uma limitacdo, uma vez que a
ocorréncia de pequenas alteracdes na estrutura de um epitope pode afetar por completo a
funcdo do anticorpo. Por fim, uma outra vantagem fundamental dos mAbs esta
relacionada com o facto de que, assim que o hibridoma desejado tenha sido gerado, os
mADbs podem ser produzido atraves de uma fonte constante e renovavel, permitindo um
fornecimento continuo e reprodutivel de anticorpos. Os pAbs produzidos para 0 mesmo
antigénio utilizando multiplos animais irdo diferir entre 0s animais imunizados, a sua
avidez pode alterar-se a medida que estes sdo recolhidos ao longo do tempo, assim como
a quantidade obtida enfrenta limitacdes de acordo com o tamanho do animal e o seu tempo
de vida atil. Finalmente, os pAbs apresentam frequentemente melhor especificidade
relativamente aos mAbs, uma vez que sdo produzidos por um vasto nimero de clones de
células B, com cada clone a produzir anticorpos especificos para um epitope [24].
Contudo, a concentracdo e niveis de pureza de anticorpos especificos € superior nos
mADbs. A concentracdo de anticorpos especificos no soro policlonal situa-se tipicamente
entre os 50 — 200 pg/mL, e a gama de concentragao total de Ig no soro varia entre os 5 —
20 mg/mL.

Constata-se, portanto, que a principal diferenca entre ambos os tipos de anticorpos

reside na maior especificidade apresentada pelos mAbs. Naturalmente que este tipo de



anticorpos apresenta algumas desvantagens associadas a sua utilizagdo, porém, de um
modo geral, muitas dessas desvantagens poderdo ser ultrapassadas com a utilizagdo de
varios mAbs com as especificidades desejadas. O produto combinado sera consistente ao
longo do tempo e estara disponivel em quantidade ilimitada. Contudo, é geralmente
dificil, dispendiosa e morosa a identificacdo de multiplos mAbs de especificidade
desejada. No vasto espetro de mAbs terapéuticos existentes atualmente, a IgG destaca-se
entre as moléculas efetoras mais potentes da imunidade humoral, e apresenta um papel
essencial no reconhecimento e combate de organismos “estranhos”. Nesse sentido, este
anticorpo tem vindo a ser crescentemente utilizado como biofa&rmaco alternativo para o

tratamento de varias patologias [40].

1.4. Imunoglobulina G (IgG)

A imunoglobulina G (1gG) é a classe principal de anticorpos presentes no sangue, no
fluido linfatico, no fluido peritoneal e no fluido cérebro-espinal [41], representando cerca
de 20% das proteinas plasmaticas totais, com uma concentracdo total no sangue
compreendida entre os 10-25 mg/mL [40, 42].

A unidade basica de todos os isotipos de 1gG consiste em quatro cadeias polipeptidicas,
compreendendo duas cadeias leves idénticas (zona constante do tipo k ou A) e duas
cadeias pesadas idénticas (zona constante do tipo y) [42]. Essas cadeias encontram-se
associadas por ligacoes covalentes (pontes de dissulfureto) e ndo-covalentes, formando
uma estrutura tridimensional globular bem definida. No ano de 1960, foram identificadas
quatro sub-classes de 1gG em amostras de sangue humano, nomeadamente a IgG1, 1gG2,
1gG3 e 1gG4, tal como é possivel visualizar na Figura 2, e que decrescem por esta ordem
em termos de abundancia [43].

IgG1 1gG2 1gG3 IgG4

Ligacdo
dissulfureto

Figura 2 — Estrutura geral das quatro sub-classes de 1gG humana, que diferem entre si no nimero e
disposi¢do das ligacBes de dissulfureto intercadeia (linhas pretas) que ligam as cadeias pesadas. Adaptado
de Owen et al. [43].
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Embora todas as sub-classes da proteina partilhem de uma base genética comum, de
um tamanho idéntico bem como de uma conformacdo semelhante, estas apresentam
diferengas na sequéncia especifica de aminoécidos nos dominios constante da sua
estrutura, em especial na regido de charneira e no dominio C2 [40, 42]. Assim, todas as
sub-classes existem em diferentes espécies, e torna-se importante explorar a sua
composi¢do bioquimica e propriedades moleculares, dado que estas se encontram na base
das suas fungdes bioldgicas.

Visando o isolamento e purificacdo deste tipo de anticorpos, existem varios fatores
que devem ser tomados em consideragdo, baseados em informacdes fisico-quimicas e
propriedades bioldgicas das moléculas pertencentes a esta classe de Ig. Entre eles, é
importante destacar as suas massas moleculares, pontos isoelétricos, bem como a sua
afinidade para determinadas substancias (tais como as proteinas A/G bacterianas). A 19G
contém dois fragmentos Fab utilizados para ligacdo especifica a antigénios, e um
fragmento Fc contendo a funcédo efetora do anticorpo [44]. As IgGs sdo proteinas mais
pequenas e com maior tempo de meia-vida comparativamente com as outras classes de
Ig’s, e durante o processo de isolamento e purificagdo, apresentam maior estabilidade que
as restantes classes, dado que ndo formam agregados e ndo requerem 0 uso de
estabilizantes numa gama de pH compreendida entre 4 a 5 [45, 46]. Na Tabela 2 € possivel
verificar uma compilacdo das principais propriedades das sub-classes de IgG humana
[47].

Tabela 2 — Propriedades principais das sub-classes de 1gG humana. Adaptado de Nikolayenko et al. [47].

Isotipo de imunoglobulina G

Cadeia pesada 71 Y2 18 Ya
Cadeia leve K, A K, A K, A K, A
Coeficiente de sedimentagéo 7S 7S \ 7S 7S
Massa molecular (kDa) 146 146 170 146
Ponto isoelétrico (pl) 8,6 7.4 83 7,2
Concentragdo média no soro (mg/mL) 9,0 3,0 1,0 0,5
Tempo de meia-vida (dias) 21 20 | 7 21
Porcéo do total de Ig no soro (%) 50 17 5 3
Contetdo em hidratos de carbono (%) 2-3 2-3 \ 2-3 2-3
Coeficiente de extingdo Ezsonm (1%, 1cm) 13,6 13,6 13,6 13,6
Ligacdo a proteina A + + - T
Ligacédo a proteina G + + + +

Devido ao facto de as quatro subclasses de 1gG apresentarem pontos isoelétricos (pl)
diferentes, o pl dessa proteina encontra-se compreendido entre 7.2 e 8.6, sendo

diretamente influenciado por cada uma das subclasses [48]. Algo importante a destacar é

11



a massa molecular de 146 kDa que é comum a trés isotipos de 1gG, sendo que o 1gG3
apresenta uma massa molecular ligeiramente superior — 170 kDa [47]. Esta massa
molecular €, provavelmente, resultado das 11 ligacbes de dissulfureto intercadeia
caracteristicas desta molécula, tal como se pode verificar na Figura 2, que por conter mais
elementos para a formacéo das ligagdes também experiencia um incremento na sua massa
molecular. A IgG1 é o isotipo mais abundante no soro com uma percentagem média de
50%, sendo que em relagdo as restantes caracteristicas estas revelam-se semelhantes entre
0s 4 isotipos. Finalmente, é importante destacar a capacidade de ligacdo a proteina A/G
que é comum a todos os isotipos, exceto a IgG3, cuja ligacdo a proteina A ndo é possivel.

Os anticorpos apresentam uma utilizacdo bastante extensa em variadas aplicacdes in
vivo e in vitro. Atualmente, a 1gG é o tipo de anticorpos mais utilizado numa variedade
de aplicacdes cientificas, médicas e terapéuticas [49]. Em particular, este anticorpo tem
um elevado potencial para utilizagdo em imunoterapia passiva. Esta imunidade passiva é
conferida através da transferéncia de anticorpos especificos contra um determinado
agente patogénico para um hospedeiro, e distingue-se da imunidade ativa pois esta €
conferida pela resposta do proprio hospedeiro a um determinado antigénio do agente

patogénico, tal como se pode visualizar na Figura 3.
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Figura 3 — Imunidade ativa vs. imunidade passiva. Adaptado de Abbas et al. [33].
A nivel de diagnostico, a 1gG séo os reagentes de reconhecimento bioldgico ideais, e
nesse sentido, a sua utilidade recai sobre inimeras plataformas analiticas como o Western
Blotting (immunoblotting), imunohistoquimica, imunocitoquimica, imunoprecipitacéo,

ensaio imunossorvente ligado a enzimas (ELISA), microarrays de anticorpos,
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imunocintigrafia, ensaios radioimunoldgicos, anélises por citometria de fluxo,
imunosensores, reacdes em cadeia de imuno-polimerase (IPCRs) e real-time IPCRs [45].
Estes anticorpos sdo também utilizados como importantes ferramentas em cromatografia
de imunoafinidade [50], na identificacdo e localizacdo de proteinas intracelulares e
extracelulares [24], e sdo utilizados para a detecdo de agentes patogénicos, adulterantes,
toxinas, e/ou outros residuos (drogas, quimicos ou pesticidas) em produtos alimentares e
em analise/monitorizacdo ambiental [50]. Relativamente as suas aplicacfes terapéuticas,
é importante salientar a sua importante utilizacéo na terapia de 1gG intravenoso (IVIG).
Esta terapia pode ser aplicada a pacientes com doengas inflamatdrias e auto-imunes (tais
como Esclerose Mdltipla, Doenca de Crohn, entre outras), bem como em pacientes com
asma, doencas cardiovasculares ou doengas infeciosas [46, 51]. Finalmente, uma outra
aplicacdo fundamental da IgG € na oncologia, em que atua como agente transportador de
toxinas ou radioisotopos para as células cancerigenas [49].

Todas as principais aplicacfes da IgG sdo resultado do elevado grau de afinidade e
especificidade deste anticorpo para um antigénio alvo, comparativamente com outros
anticorpos [24]. Assim sendo, a sua utilizacdo e aplicacdo apresenta-se preferencial,
permitindo tirar partido da sua elevada especificidade para aplicacdes essencialmente
terapéuticas, e que exigem esse elevado grau de especificidade/afinidade, promovendo

um incremento na melhoria da satde humana.

1.5. Processamento a montante de mAbs

O sucesso clinico e comercial dos mAbs promoveu uma crescente necessidade da sua
producdo em larga escala recorrendo a culturas celulares de mamiferos. Nesse sentido,
observou-se uma rapida expansdo da capacidade de producdo global, um aumento no
tamanho dos reatores e um crescente esforco no sentido de melhorar a eficiéncia do
processo, com consequente reducdo dos custos de producéo [52].

A tecnologia de hibridoma baseia-se numa linha celular de origem em murino, e trata-
se da primeira tecnologia que permitiu a producdo de grandes quantidades de mAbs [53].
Atualmente, este tipo de proteinas terapéuticas sdo sintetizadas através do cultivo em
larga escala de células hospedeiras geneticamente modificadas, que contém genes
transfetados que codificam para as proteinas de interesse [54]. Contudo, a escolha das
células hospedeiras para a expressdo da proteina tem um profundo impacto nas

caracteristicas do produto obtido, bem como dos rendimentos maximos atingiveis. Para
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estas proteinas terapéuticas serem eficazes, tém de ser sintetizadas em formas
biologicamente ativas, 0 que requer o enrolamento apropriado e modificacdes pos-
traducionais, tais como a glicosilacdo. S&o estas que ditam as propriedades
farmacocinéticas e farmacodindmicas dos produtos, e consequentemente a sua
solubilidade, estabilidade, atividade bioldgica e tempo de residéncia nos seres humanos
[55]. A seguranga do produto é um outro aspeto fundamental e que deve ser considerado
na escolha das células hospedeiras. Estas ndo devem permitir a propagacdo de quaisquer
agentes patogénicos adventicios que podem, eventualmente, encontrar um modo de
chegar aos seres humanos. Finalmente, as células hospedeiras devem ser ainda passiveis
de modificagdes genéticas, que permitam a facil introducdo de ADN “estranho”, e a

expressao de grandes quantidades da proteina pretendida.

1.5.1. Tecnologia Hibridoma

Os mAbs foram reconhecidos pela primeira vez no soro de pacientes com mieloma
multiplo, no qual a expansdo clonal de plasmécitos malignos levou a producdo de
elevados niveis de anticorpos idénticos, resultando numa gamopatia monoclonal [24]. A
descoberta destes anticorpos monoclonais produzidos pelos tumores permitiu estabelecer
a analogia de que poderia ser possivel produzir mAbs similares com uma especificidade
desejada através da imortalizacdo de celulas secretoras de anticorpos individuais a partir
de um animal imunizado com um antigénio conhecido. No ano de 1975, Georges Kdhler
e Cesar Milstein demonstraram que clones individuais de células secretoras de anticorpos
normais podiam ser imortalizadas através da fusdo com células de mieloma [53]. Os
autores desenvolveram uma técnica designada de tecnologia hibridoma, que consistia na
fusédo de células B de um animal imunizado (normalmente um rato) com uma linha celular
de mieloma, fazendo crescer as células sob condi¢bes nas quais as células normais e
tumorais ndo-fundidas ndo cresciam. Neste procedimento, as células B de um rato foram
imunizadas com um antigénio ou mistura de antigénios conhecidos, e seguidamente
procedeu-se a sua fusdo com uma linha celular de mieloma deficiente numa determinada
enzima [33]. Seguidamente, estas células hibridas foram colocadas hum meio de selecéo
que apenas permite a sobrevivéncia dos hibridos imortalizados. Esses hibridos crescem
depois como clones de uma Unica célula e foram testados para a secre¢do do anticorpo de
interesse. O meio de selecdo utilizado incluia hipoxantina, aminopterina e timidina, pelo

que é designado de meio HAT. Cada hibridoma produz apenas uma Ig, e 0s anticorpos
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secretados por varios clones de hibridomas foram monitorizados de modo que o clone
com a especificidade desejada possa ser selecionado e expandido posteriormente. Os
produtos destes clones individuais eram, ent&o, anticorpos monoclonais especificos para
um Unico epitope em um antigénio ou mistura de antigenios.

No final dos anos 80, iniciaram-se os desenvolvimentos clinicos envolvendo mAbs
murinos, contudo, as primeiras geracOes de agentes terapéuticos apresentaram alguns
inconvenientes na sua utilizagdo em humanos. De facto, 0s mAbs murinos encontram-se
associados a reacOes alérgicas devido a inducdo de anticorpos anti-drogas (AADS)
nomeadamente o desenvolvimento de respostas de anticorpos humanos anti-rato; por
outro lado exibem um tempo de meia-vida relativamente curto no soro, comparativamente
com a IgG humana, e ttm uma ativacdo insuficiente das funcdes efetoras humanas,
nomeadamente a ADCC e a CDC, fundamentais para a sua eficacia, especialmente em
casos oncoldgicos [56, 57]. No sentido de colmatar estes problemas, Boulianne et al.
(1984) e Morrison et al. (1984) desenvolveram anticorpos quiméricos rato-humano
através de técnicas de engenharia genética, enxertando o dominio variavel especifico para
um determinado antigénio com os dominios constantes dos anticorpos humanos [58, 59].
Esta nova técnica permitiu a obtencdo de moléculas 65% humanas, e que apresentam,
consequentemente, um tempo de meia-vida superior nos humanos e uma menor
imunogenicidade. Neste sentido, Jones et al. (1986) propuseram alteraces e melhorias a
estes anticorpos, enxertando apenas as regides hipervariaveis de murinos na estrutura
humana [60]. Os anticorpos resultantes sdo aproximadamente 95% humanos, sendo 0s
gue contém menos problemas imunogénicos. Contudo, a humanizacéo € limitada e requer
um processamento laboratorial moroso e complexo. Na Figura 4 é possivel visualizar os
varios tipos de anticorpos passiveis de serem obtidos através de engenharia genética, bem

como a sua classificacdo tendo em conta a origem das suas sequéncias.
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Figura 4 — Humanizagdo de anticorpos através de engenharia genética. Os mAbs podem ter origem em
murino (100% proteina de rato) [sufixo: -omab], quiméricos (compostos por aproximadamente 35% de
sequéncias de rato) [sufixo: -ximab], humanizados (possuem apenas 5-10% de regides de rato) [sufixo: -
zumab] ou totalmente humanos (100% proteina humana) [sufixo: -umab]. Adaptado de Carter et al. [61].
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Visando a obtengdo de mAbs totalmente humanos, nos Ultimos anos surgiram e foram
aplicadas novas técnicas in vitro, nomeadamente a técnica de phage display, na qual os
anticorpos sdo expressos a superficie de um fago que é utilizado para infetar a E. coli, que
ird posteriormente replicar e produzir o anticorpo desejado, bem como in vivo, através da
criacdo de ratos transgénicos que expressam dominios variaveis humanos acoplada a
tecnologia hibridoma, permitindo a producdo de anticorpos monoclonais totalmente
humanos com um baixo potencial imunogénico e propriedades similares aos anticorpos
enddgenos humanos [62, 63]. Em termos clinicos, ndo parecem existir diferencas entre
os anticorpos monoclonais isolados utilizando técnicas de apresentacéo de fagos ou ratos
transgénicos. No entanto, o processo de descoberta de um anticorpo por técnicas de
apresentacdo permite um isolamento mais direto e também um maior controlo sob a
especificidade e afinidade do anticorpo. Todas estas tecnicas providenciam
complementaridade entre si, de maneira que a producdo de anticorpos monoclonais

encontra-se atualmente bastante acessivel.

1.5.2. Tecnologia de ADN recombinante

O desenvolvimento de sistemas de expresséao eficientes é essencial para a exploracao
do potencial dos anticorpos, quer em termos de eficacia quer em termos dos custos
inerentes a producdo dos mesmos [64]. A expressdo de anticorpos funcionais, com o
enrolamento correto e possiveis de aplicar a uma escala industrial é o objetivo priméario
no desenvolvimento de anticorpos terapéuticos. Uma vez que as terapias baseadas na
utilizacdo de anticorpos requerem largas doses de anticorpos durante longos periodos de
tempo, a capacidade de producéo tornou-se um problema, na medida em que o biofarmaco
deve ser produzido em grandes quantidade e com um custo e tempo de producdo
eficientes, de forma a enquadrar-se nos requisitos clinicos [65].

As células de mamiferos apresentam-se como o sistema de expressdo de elei¢do para
a producdo de mAbs em larga escala, e 0 seu sucesso é maioritariamente devido a sua
capacidade de produzir mAbs bioquimicamente similares a forma humana, uma vez que
produzem anticorpos com a estrutura, o enrolamento e as modifica¢bes pds-traducionais
corretas. Para além disso, estas sdo ainda capazes de se adaptarem a culturas em
bioreatores de larga escala, produzindo elevadas quantidades de anticorpos com
qualidade consistente [52]. Em particular, a linha celular obtida a partir de ovario de

hamster chinés (CHO) séo a linha celular mais vastamente utilizada para a produgéo de
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mAbs em larga escala [66]. Estas células foram isoladas pela primeira vez em 1958 por
Joe-Hin Tjio et al. e rapidamente ganharam reconhecimento devido a sua facilidade e
rapido tempo de cultura [67]. Atualmente, esta linha celular consiste no hospedeiro de
producdo de aproximadamente 70% de todas as proteinas terapéuticas recombinantes
[68]. A sua ampla utilizacdo como veiculo principal de producdo de mAbs esta
relacionada com diversas razdes, nomeadamente: demonstraram seguranga ao longo de
duas décadas, o que facilita a obtencdo de aprovacdo por parte de agéncias reguladoras
como a FDA [54]; sdo passiveis de se aplicarem técnicas de amplificacdo genética, tal
como a utilizacdo da di-hidrofolato redutase (DHFR) ou a glutamina sintase (GS), que
permitem atenuar a baixa produtividade especifica que dificulta a producédo de proteinas
recombinantes em células de mamiferos [68, 69]; possuem o repertério molecular
adequado para a ocorréncia de modificacfes pds-traducionais semelhantes a nativa com
glicoformas comparaveis as dos humanos, exibindo, consequentemente, atividade
molecular semelhante [70]; crescem adequadamente em culturas em suspenséo isentas de
soro, muitas vezes em bioreatores de aco inoxidavel ou mesmo descartaveis [71]; é
possivel o seu aumento de escala [70]. Existem ainda vantagens adicionais que
fundamentam o grande sucesso desta linha celular, nomeadamente o facto de virus
patogénicos humanos, tais como o HIV, influenza e polio, ndo replicarem em células
CHO, aumentando a seguranca dos mAbs produzidos e consequentemente resultando
num processo de purificacdo mais simples [72], e o facto de serem facilmente modificadas
geneticamente para otimizacdo do processo de producdo [54].

Seguidamente as células CHO, as linhas celulares mais utilizadas para a producéo de
mADbs sdo as células linfoides de murino NSO e SP2/0, uma vez que séo originadas a partir
de células B diferenciadas que produzem elevadas quantidades de Igs. Contudo, estas ndo
sdo a cultura celular principal para a producdo de mAbs pois 0s anticorpos que estas
produzem podem conter residuos imunogenicos, resultando num tempo de meia-vida
reduzido quando administrados in vivo [73]. A utilizacdo de células de fontes humanas é
uma opc¢do que permite eliminar a presenca de grupos antigénicos nos anticorpos
produzidos. Existem atualmente varias possibilidades que estdo a ser estudadas,
nomeadamente as células embrionadrias humanas derivadas do rim HEK293, os
amniocitos humanos imortalizados da CEVEC e as células embrionarias humanas
derivadas dos retinoblastos PER.C6 da Crucell [74]. Embora as HEK293 e os amnidcitos
estejam reportados como sendo 0s mais adequados para a producdo de proteinas, as

PER.C6 sdo consideradas como as candidatas mais promissoras uma vez gque sdo as mais
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produtivas e que podem atingir densidades celulares 10 vezes superiores as células CHO,
produzindo mais de 27 g/L de proteina em reatores [74, 75]. Embora as linhas celulares
humanas estejam ainda sujeitas a problemas de regulamentacdo devido a sua baixa
resisténcia contra agentes adventicios, varios produtos derivados das PER.C6 encontram-
se atualmente na fase de ensaios clinicos [74].

A selecdo do sistema de expressdo adequado é determinada pela sua capacidade de: i)
produzir elevadas concentragcbes do bioproduto, ii) produzir consistentemente 0s
anticorpos com as caracteristicas desejadas (como por exemplo o padréo de glicosilacao),
iii) atingir um elevado rendimento da linha celular e iv) crescer em suspensao [52]. Linhas
celulares altamente produtivas resultam da utilizacdo de uma linha celular hospedeira
com as caracteristicas desejadas, um sistema de expressdo apropriado e um protocolo de
transfecdo e selecdo adequado. Assim sendo, no que concerne ao processo de
desenvolvimento de linhas celulares, este inicia-se com a transfegdo das células
mamiferas com vetores plasmidicos, contendo os genes das cadeias leves e cadeias
pesadas do anticorpo de interesse e ainda genes marcadores de selecdo, que permitem a
selecdo das células transfetadas conferindo resisténcia a determinados antibioticos ou
vantagens no crescimento/desenvolvimento em condicdes deficientes em determinados
nutrientes [76]. No caso das celulas CHO DG44 ou DXB11 deficientes na enzima
dihidrofolato redutase (DHFR), utiliza-se um marcador DHFR que confere a capacidade
de reduzir o dihridrofolato a tetrahidrofolato, um metabolito necessario para o
metabolismo dos &cidos nucleicos, permitindo entdo que apenas as células que
incorporaram o vetor com o gene DHFR sobrevivam num meio sem hipoxantina e
timidina [76, 77]. A amplificacdo do produto também pode ser conseguida através da
adicao de metotrexato ao meio, o qual inibe a atividade da DHFR, de modo que as células
iniciam a amplificacdo do gene DHFR para garantirem a sua sobrevivéncia, resultando
numa amplificacdo simultanea dos genes do anticorpo monoclonal [78]. Um outro
exemplo é o do marcador de selecdo glutamina sintetase (GS) que catalisa a formacéo de
glutamina a partir de glutamato e amonia, e que é utilizado nas células NSO deficientes
na expressdo deste gene, permitindo que as células transfetadas sobrevivam num meio
sem glutamina [79, 80]. Uma vez mais, a amplificacdo pode ser conseguida através da
adicdo de metionina sulfoximina, um inibidor da GS, cuja acdo é semelhante ao
metotrexato com a DHFR, forcando as células a amplificar o vetor que inclui o gene do
anticorpo monoclonal [80]. Estando concluida a selecdo e amplificacdo das células

transfetadas, sdo escolhidos clones Unicos para caracterizacdo da qualidade do produto,
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aplicacdo a uma escala industrial e avaliagio da expressdo a longo termo. E importante
referir que a integracao e a amplificacdo aleatdria origina produtos bastante heterogéneos,
fazendo com que o processo de producéo e selecdo de clones seja demorado e bastante
trabalhoso [76]. Nesse sentido, tém surgido desenvolvimentos recentes para a selecdo de
clones com elevada eficiéncia de producdo utilizando automacao, de maneira a reduzir o
tempo dispensado e melhorar a consisténcia do processo. A citometria de fluxo aplicada
a separacdo de células ativada por fluorescéncia permite uma rapida monitorizacdo de
milhdes de células para isolar subpopulacGes especificas de varios produtos
extremamente heter6genos, e pode ser aplicada a separacdo de células produtoras de
anticorpos marcados a superficie, uma vez que os niveis de proteinas excretadas sdo

proporcionais aos niveis de proteinas encontradas a superficie da célula [81].

1.5.3. Meios de cultura

As células mamiferas sdo extremamente sensiveis ao meio de cultura em que se
encontram inseridas, pelo que se torna bastante relevante a selecdo dos meios de cultura,
dado que estes tém uma influéncia significativa na performance do processo [82]. Uma
otimizacdo individual do meio pode, normalmente, melhorar os niveis de producéo entre
2 a 5 vezes [83]. As células de mamiferos necessitam de ser suplementadas com um meio
complexo contendo todos os nutrientes essenciais para o0 metabolismo celular,
crescimento e proliferagdo, incluindo frequentemente vitaminas, aminoacidos,
nucleotidos, lipidos, precursores, protetores, agentes redutores e ainda fatores de
crescimento, que variam de acordo com a linha celular e com os clones selecionados [82].
Estas células mamiferas apresentam uma enorme capacidade de se adaptarem a novas
formulagcdes do meio, voluntariamente ou involuntariamente induzindo a selecdo de
variantes celulares.

A linha celular original de células CHO estabelecida em 1958 cresceu num meio semi-
definido, conhecido como Ham’s F12, suplementado com 4-8% de soro bovino fetal
(FBS) [67]. Este é um meio rico contendo prolina, requerida por todas as células CHO,
bem como uma variedade de outros micronutrientes. Atualmente, e de um modo geral,
existem varios meios disponiveis especificos para determinadas linhagens celulares, tais
como: o meio minimo essencial (MEM), um meio ndo-complexo adequado para uma
enorme variedade de células mamiferas quando utilizado com um suplemento de soro; o

meio basal de Eagle (BME), originalmente criado como um meio quimicamente definido
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para o crescimento de células HeLa num sistema deficiente em soro; o Meio de Eagle
Modificado por Dulbecco (DMEM), contendo elevadas concentragdes de vitaminas,
aminoécidos e aminoacidos ndo-essenciais, elementos vestigiais e bicarbonato, o qual é
vastamente utilizado para o suporte do crescimento de um largo espetro de células
mamiferas; finalmente o meio do Roswell Park Memorial Institute (RPMI) utilizado no
crescimento de células do hibridoma [84].

Uma opcdao que providencia as condigdes necessarias ao desenvolvimento das células
consiste na utilizacdo de componentes derivados de animais, tal como o soro, que
proporciona um ambiente mais natural para um melhor crescimento celular. O soro fetal
bovino (FBS) tem sido o meio de eleicdo uma vez que providencia todos os nutrientes
necessarios que permitem o crescimento celular e a produtividade das células [85]. Para
aléem dos componentes mais gerais como 0s nutrientes de baixo peso molecular, anti-
oxidantes, proteinas macromoleculares e proteinas transportadoras (para componentes
insollveis em A&gua), este meio também contém fatores anti-apoptoticos muito
importantes e albumina que auxilia a célula na sua protegéo contra fatores de stress.
Embora existam vantagens associadas a sua utilizacdo, o FBS esta também associado a
sérios problemas de seguranca dos biofarmacos produzidos, uma vez que determinadas
substancias derivadas de animais podem potencialmente introduzir contaminantes no
processo e, consequentemente, no produto final [82]. Estas substancias de origem animal
representam assim alguns riscos, dado que podem ser uma fonte da transmissao de prides
e micoplasma e ainda de contaminagdes virais [86, 87]. Uma outra desvantagem é a sua
variabilidade de lote para lote, que pode culminar numa inconsisténcia do processo e do
produto final, para além do complexo processamento a jusante requerido para remover
todos as impurezas introduzidas pelo soro [82].

Os anticorpos monoclonais sdo cada vez mais utilizados como agentes terapéuticos, e
por isso a sua producdo esta cada vez mais sujeita a uma crescente regulamentacéo,
estando esta cada vez mais focada no sentido de garantir que a producéo dos biofarmacos
se encontra isenta de potenciais contaminacgdes por agentes adventicios de origem animal
[82]. No sentido de se atingirem melhores formulagbes da composicéo dos meios, reduzir
a probabilidade de contaminacdo por agentes adventicios e infeciosos, e reduzir 0s custos,
a industria tem adotado a utilizacdo de meios livres de soro. Contudo, para preservar as
funcbes benéficas multifacetadas do soro, muitos destes meios contém ainda alguns

componentes macromoleculares derivados de bovino, nomeadamente algumas proteinas
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como a albumina, insulina, transferrina e lipoproteinas que desempenham importantes
funcgdes de transporte de nutrientes e séo facilitadoras do metabolismo celular [88, 89].

Uma vez que quaisquer proteinas derivadas de animais acarretam teoricamente um
risco de introducdo de pribes [90] ou outros agentes adventicios [91], tornou-se altamente
desejavel o desenvolvimento de um meio livre de proteinas para os processos de cultura
celular [92]. Embora sejam frequentemente utilizadas proteinas recombinantes para
substituir os seus homologos de origem animal, a utilizagdo de pequenas moléculas
organicas ou inorganicas quando possivel pode reduzir dramaticamente o custo do meio
e minimizar alguns riscos indiretos, tais como 0s que possam advir da fermentacdo das
matérias-primas utilizadas para a producdo das proteinas recombinantes que compde o
meio [82]. Mais ainda, as formulagcbes do meio podem ser totalmente livres de
componentes de origem animal, uma vez que todos estes componentes, incluindo
pequenas moléculas como aminoacidos que sdo habitualmente derivados de animais,
encontram-se disponiveis a partir de meios de fermentacdo ou de fontes sintéticas ou
vegetais [93, 94]. Para alem dos meios livres de proteinas animais, também foram
desenvolvidos e disponibilizados comercialmente meios livres de proteinas para células
CHO e NSO, e alguns encontram-se inclusive reportados na literatura [93, 95, 96]. Este
tipo de meios contém apenas os elementos ndo-proteicos necessarios para o crescimento
celular, promovendo um maior crescimento celular e expressdo proteica, e tornando,
consequentemente, 0 processamento a jusante mais facil e economicamente acessivel. A
pureza dos anticorpos monoclonais no momento da colheita é inferior a 30% numa cultura
otimizada contendo proteinas, enquanto que numa cultura otimizada livre de proteinas
essa pureza consegue atingir niveis de 60-75% [97].

Uma outra alternativa sdo os meios quimicamente definidos e que ja foram reportados
para 0 suporte de culturas celulares de elevada densidade e para facilitar o
desenvolvimento de atividades numa escala reduzida [93, 98]. Este tipo de meio € menos
dispendioso e permite um processamento a jusante mais direto, uma vez que todas as
impurezas sdo conhecidas e se encontram presentes em reduzidas quantidades [97]. Para
além disso, a utilizacdo de um ambiente bem definido também facilita consideravelmente
0 processo de otimizacdo. Contudo, alguns destes meios ainda incluem proteinas
recombinantes como a insulina, transferrina e fator de crescimento semelhante & insulina
tipo 1 como sinais para o crescimento celular [7]. No entanto, um meio quimicamente
definido apenas deve conter componentes bem caracterizados, com identidade, estrutura

e perfis de purezas/impurezas conhecidos, podendo por isso conter componentes como 0
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colesterol, galactose e aminoacidos, mas nao deve incluir elementos proteicos que sejam
menos definidos. Quando estes meios contém quantidades minimas de pequenas
proteinas sdo, normalmente, designados de meios de baixo teor em proteinas [88].

Finalmente, torna-se importante mencionar que, embora tenham sido desenvolvidos
meios de cultura celular seguros e otimizados, as alternativas livres de soro requerem um
periodo de adaptacdo das células as novas condigdes, 0 que é extremamente moroso e
dispendioso, especialmente considerando que a performance de um meio é dependente
da historia da cultura, e as conclusfes acerca da eficcia de um novo meio pode apenas
ser obtida ap6s multiplas passagens das células [82]. Outras dificuldades incluem as
vastas variacdes nos métodos de avaliagdo dos meios, tal como a avaliagdo do
crescimento por contagem celular, que pode variar entre 10-20%, e ainda a enorme
quantidade de componentes que podem estar presentes num tipico meio de cultura celular,
e que tornam extremamente dificil a total otimiza¢do da composi¢do do meio. Mais ainda,
a adaptacdo a meios livres de soro nem sempre € possivel ou adequada, uma vez que
diferentes clones do mesmo tipo de células requerem, frequentemente, formulagdes
distintas, pelo que o meio deve ser preparado de acordo com as necessidades das celulas
utilizadas [99].

1.6. Processamento a jusante de mAbs

Tal como referido anteriormente, o processamento a montante de mAbs tem sofrido
inimeros avangos nos ultimos tempos, nomeadamente nas tecnologias de culturas
celulares que permitem a obtencéo de maiores niveis de expressao e elevadas densidades
celulares [100]. Contudo, o processamento a jusante ndo seguiu esta tendéncia, e €
atualmente considerado o passo limitante na producdo de mAbs terapéuticos [101]. Este
tipo de processamento depende de interacGes quimicas e fisicas, que tornam dificil a
selecdo de um método genérico, pelo que estes devem ser modelados, testados e
desenvolvidos a partir de principios priméarios [8]. Os aspetos principais a ter em
consideracdo durante o desenvolvimento de um processo de purificacdo sdo a rapidez, o
rendimento total e a pureza. Para além disso o processo deve ser detentor de varios
critérios de producdo, como robustez, confiabilidade e capacidade de aplicacdo a uma
escala industrial [10].

A explosdo do numero de mAbs que entraram no processo de ensaios clinicos criou a

necessidade de aplicar uma abordagem padrdo no que respeita a sua purificacdo [11]. O
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processo de purificacdo de mAbs deve produzir de forma fidvel um produto adequado
para utilizacdo em humanos, e no qual as impurezas como proteinas da célula hospedeira,
ADN, virus enddgenos e adventicios, endotoxinas, agregados e outras espécies sejam
removidas, mantendo um rendimento aceitavel de anticorpos. Mais ainda, é importante
realcar que qualquer tratamento executado durante a purificagdo exerce stress sob a
proteina, devido a alteracbes drasticas nos valores de pH, concentracfes de sais ou
proteinas, tampdes, solventes, bem como nas for¢as de acisalhamento nas interfaces de
transmissao e de superficie [102]. Este stress pode resultar na desnaturacéo ou agregacao
do anticorpo com perdas no rendimento e eficiéncia de extracdo, pelo que se torna
fundamental a monitorizacdo da qualidade e funcionalidade do produto durante todo o
processamento com ferramentas analiticas rapidas e apropriadas. Por tudo isto, o
isolamento e purificacdo do produto final requer numerosas e complexas etapas. Todas
estas etapas levam a uma elevada contribuicdo do processamento a jusante para 0 seu
custo de producéo, estimado entre 50-80% do custo total dos mAbs [58]. Deste modo, é
essencial criar um processo genérico robusto, com um numero limitado de etapas,
adequado para todos os mAbs candidatos, reduzindo o tempo e recursos necessarios para
o desenvolvimento do processo, e que permita atingir os critérios de pureza, qualidade,

eficicia e seguranca dos anticorpos terapéuticos.

1.6.1. Plataformas estabelecidas

A plataforma atualmente estabelecida para a purificacdo de mAbs inclui trés etapas
cromatograficas: numa etapa inicial o mAb é adsorbido a uma resina de afinidade, quase
invariavelmente uma coluna de afinidade de proteina A (proA) uma vez que a proA tem
uma elevada afinidade para a regido Fc do mAb, permitindo a sua captura do sobrenadante
das culturas celulares, seguindo-se duas etapas cromatograficas posteriores, as quais
permitem a remocdo de proteinas das células hospedeiras, ADN, proA que eventualmente
se dissocie da coluna, agregados e providenciam ainda um nivel adequado de remocéo
viral total [2]. Na Figura 5 encontra-se representado um esquema geral de uma plataforma
tipica de processamento a jusante de mAbs, compreendendo as seis etapas fundamentais
do processo, nomeadamente a recolha, captura, inativacdo viral, purificacdo, remocéo
viral e concentracdo por ultrafiltracao/diafiltracdo (UF/DF).

A primeira etapa na recuperacdo de um anticorpo de uma cultura celular mamifera é a

clarificagdo. Uma vez que os mAbs sdo tipicamente produzidos em culturas celulares
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mamiferas de elevada densidade, é necessaria a remoc¢do das células e dos fragmentos
celulares do meio de cultura de modo a obter um fluido filtrado e clarificado, adequado

para a utilizagdo em cromatografia [11].
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Figura 5 — Plataforma tipica de processamento a jusante de mAbs. Os sobrenadantes das culturas celulares
resultantes do processo a montante sdo habitualmente purificados através de um processo de captura por
cromatografia proA. De modo a remover todos 0os contaminantes ap0s esta etapa de captura, e de forma a
obter uma pureza final em conformidade com as agéncias reguladoras, sdo aplicadas duas etapas adicionais
de purificacdo. Adaptado de Rosa et al. [2].

Nos processos habituais, a gama aceitavel para a concentracéo de sélidos no meio de
cultura de uma cultura de células mamiferas situa-se usualmente entre os 40-50%, e no
final do processo de clarificacdo, é expectavel que a concentracdo de solidos seja
negligenciavel. Esta etapa & normalmente concretizada recorrendo a centrifugagéo,
filtracdo em profundidade e filtracao estéril, embora existam outras abordagens possiveis.
No entanto, a centrifugacéo é preferida em relacdo a outras tecnologias de clarificacéo
como a microfiltracdo em fluxo tangencial devido a sua facil aplicacdo a uma escala
industrial e por se tratar de uma operacao econdmica para grandes volumes (normalmente
entre os 2-15,000L por lote) [10]. Estas operacdes de clarificagdo constituem, em termos
de custos econdémicos e consumos energéticos, mais de 25% do custo de todo o
processamento a jusante [12].

Apo6s uma clarificacdo bem sucedida, segue-se a etapa de captura do mAb, que na
maioria dos processos industriais recorre a cromatografia de afinidade com proA [103].
ProA € um polipéptido com ocorréncia natural, que se encontra ancorado a parede da
bactéria Staphylococcus aureus [104]. A massa molecular da molécula nativa intacta é de
54 kDa, porém é utilizada habitualmente proA recombinante para a purificacdo de IgG,
produzida como uma proteina extracelular excretada na E. coli, com uma massa
molecular de 42 kDa e desprovida do seu dominio responsavel pela ligacdo a parede
celular [12]. A elevada afinidade da proA para a regido Fc de anticorpos tipo-1gG esta na
base da sua purificacdo e respetivos fragmentos e subclasses [11]. Em particular, a 1gG
liga-se a proA na juncdo entre a regido constante da cadeia pesada 2 (Cn2) € 3 (Chz) [105].
Na Figura 6 é possivel verificar uma representacéo esquematica desta etapa de purificacdo

com cromatografia proA, que envolve, habitualmente, a passagem do sobrenadante da
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cultura celular clarificado através da coluna, a pH 6-8, sendo que nestas condi¢Bes 0s
anticorpos ligam-se a coluna e os componentes ndo desejados tais como proteinas da
celula hospedeira, componentes do meio de cultura e virus putativos fluem através da
coluna, sendo eliminados. Pode ser efetuada um passo intermédio opcional de lavagem,
de forma a remover as ligacdes ndo especificas das impurezas a coluna. Seguidamente é
promovida a elui¢do do produto através da alteracao do pH para 2,5-4 [11]. O mecanismo
de ligacdo 1gG-proA consiste em ligac6es de hidrogénio especificas que sdo estabelecidas
em funcdo do pH. A um pH alcalino, os residuos de histidina no local de ligacéo da 1gG
a proA ndo se encontram carregados, o que contribui para a ligacdo. A um pH acidico,
esses mesmos residuos de histidina tornam-se carregados positivamente no mAb e na
proA, e como se encontram proximos na area de ligacdo, repelem-se mutuamente,
proporcionando assim um meio facil para a dissocia¢do da IgG da proA, regenerando a
coluna para utilizagéo posterior [12].
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Figura 6 — Representagdo esquematica de um processo de purificacdo por cromatografia de afinidade com
proA. A proA encontra-se imobilizada na coluna, e apés o carregamento da coluna com a amostra, 0s mAbs
sdo retidos através da ligacdo por afinidade & proA. Seguidamente, é aplicada uma lavagem & coluna para
remover as ligacOes ndo especificas, seguindo-se a eluigdo dos mAbs e regeneracio da coluna para posterior
utilizagdo. Adaptado de Roque et al. [106].

A cromatografia proA estad reportada como sendo altamente seletiva para mADbs,
resultando em purezas superiores a 99% em um Unico passo a partir de sobrenadantes de
culturas celulares complexos [10]. Assim sendo, a cromatografia proA é amplamente
utilizada como primeira etapa de purificacdo dos anticorpos devido a sua elevada
seletividade e elevada capacidade de remocdo de impurezas relacionadas com o processo
de producéo e purificacdo [11]. Depois desta etapa, 0s anticorpos encontram-se com uma
elevada pureza e mais estaveis devido a eliminacdo de proteases e outros componentes
do meio que podem causar a degradacdo do produto.

As etapas de purificacdo e polimento sdo posteriormente executadas para uma remocao
final das impurezas vestigiais da solucdo [12]. A natureza das etapas subsequentes de

purificacdo é determinada pela natureza do produto e das impurezas presentes, embora
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habitualmente, sejam aplicadas duas etapas cromatograficas adicionais de purificacdo. A
maioria dos processos de purificagdo de mAbs inclui pelo menos um passo de
cromatografia de troca i6nica, de forma a eliminar os agregados de elevada massa
molecular, moléculas carregadas, ADN residual, proteinas da célula hospedeira, proA que
eventualmente tenha dissociado da coluna e ainda particulas virais [107]. A utilizacéo de
cromatografia de troca aniénica (CTA) é mais comum que a utilizacdo de cromatografia
de troca cationica (CTC), uma vez que a sua resina é mais frequentemente utilizada no
modo negativo, no qual o produto ndo se liga a coluna e as impurezas sao retidas [12].
Como ja foi anteriormente referido, a utilizacdo de células mamiferas na producéo de
mADbs pode induzir a producdo de retrovirus enddgenos devido a integracdo de genomas
virais e ocasionalmente essas mesmas células sdo infetadas por virus adventicios durante
0 processo de producdo [12]. Assim, € sempre requerida uma etapa de remocéo viral
anterior a formulacao final do produto. Os produtos obtidos a partir de linhas celulares
mamiferas devem conter menos de uma particula viral por milh&o, o que traduz uma
remocdo de aproximadamente 12-18 logio para retrovirus endégenos e de 6 logio para
virus adventicios [11]. A maioria dos processos de purificacdo industriais utilizam a
inativacdo a baixo pH, tirando partido do pH acidico utilizado na eluicdo durante a
cromatografia proA, e de uma filtracdo adicional durante a etapa de purificacdo [12].
Outras opcoes de remocao viral incluem a utilizacdo de calor, cromatografia, o uso de
solventes/detergentes ou a inativacao por radiacdo ultravioleta [108-110]. Finalmente, o
processo de purificacdo termina quando se coloca o produto num tampé&o de formulacéo
predefinido, o que € usualmente realizado com uma etapa final de ultrafiltraco em modo
de diafiltracho (UF/DF) [12]. Nesta etapa sao utilizadas membranas, tais como
polietersulfona ou celulose regenerada que apresentam reduzida ligacdo as proteinas, e
sdo ainda frequentemente adicionados alguns aditivos, como aglcares ou surfactantes
[102].

1.6.2. Processos alternativos

O processamento a jusante nunca teria sido desenvolvido como um setor individual da
industria do bioprocessamento sem a cromatografia, cuja simplicidade e seletividade,
tornou-a a chave da tecnologia utilizada em todos os processos de bioseparacdo [8].
Contudo, a cromatografia apresenta-se como o principal centro de custos do processo,

maioritariamente devido ao custo das resinas e das colunas e aos tempos dos ciclos
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relativamente longos, pelo que tém sido procuradas novas alternativas com custos
associados mais reduzidos [2]. Neste sentido, existem duas opcOes viaveis a serem
consideradas: a substituicdo da cromatografia proA por outros processos cromatogréficos,
ou a eliminacdo da cromatografia através da utilizagdo de métodos ndo-cromatogréficos
[8]. Baseado nessa estratégia, tém vindo a ser reportados varios métodos alternativos de
purificacdo de 1gG, os quais se encontram resumidos e comparados, em termos de
rendimentos e purezas, na Tabela 3.

Tabela 3 — Métodos cromatograficos e ndo-cromatograficos para a purificacdo de IgG, comparados em
termos de rendimento de extracdo e de pureza.

, e o . Rendimento | Pureza da .

Meétodos Cromatograficos
3 etapas cromatogréficas:

CTC, CTA, CIH ; 85 > 99 [111]
CTC Fosfonato 92-98 95 [112]
CTA com membrana de
. . - > > 11

hidrogel advetivo %0 8 [113]

CIH com membranas
- > 97 > 97 114
compostas de PVDF 9 9 [114]
Cromatografia anular ProA 77-82 - [115]
continua Hidroxiapatite 87-92 - [115]
Cromatografia de adsor¢édo ProA 92 98 [116]

em leito expandido
Métodos Néo-Cromatograficos

Eletroforese preparativa . 80 - [117]
- 80-90 - [118]
Polissulfona - - [119]
Membranas de afinidade Celulose regenerada - - [119]
180 metalico quelante 90 FP =337 [120]
Eudragit S-100 68 FP=8 [121]
Precipitagdo de afinidade HapteGnﬁF:z;i dico % FP=18 [122]
. > 85 > 97 [123]
bivalente
MagPrepProtein A - - [124]
Nanoparticulas
Separacdo Magnética Néo- magnéticial ) t_ermo— %4 > 98 [125]
Cromatogréfica sensw(,als
Nanoparticulas
magnéticas revestidas 69 > 99 [126]
de amido

Legenda: CIH — cromatografia de interagdo hidrofébica; CTA — cromatografia de troca anidnica; CTC — cromatografia
de troca catidnica; FP — fator de purificacdo; GAPDH — gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; proA — proteina A,
PVDF — polivinilidino.

Entre as opcBes cromatograficas de ndo-afinidade, a utilizacdo de resinas de troca

cationica para a etapa de captura trata-se de uma alternativa atrativa e promissora dado
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que comporta uma matriz cromatografica uma ordem de magnitude mais barata que a
resina de afinidade de proA, permite a remocéo de proteinas da célula hospedeira para
niveis comparaveis aos do processo tradicional, e pode providenciar capacidades de
ligacdo dindmica superiores a 100 g/L [11, 12]. Esta alternativa pode ser efetivamente
relevante pois a cromatografia proA requer a utilizacdo de um pH acidico durante a
eluicdo, o que pode promover a agregacdo do produto e a lixiviagdo de proA da coluna,
ao contrario da cromatografia de troca catidnica que ndo requer um ambiente com baixo
pH. Tal como sumariado na Tabela 3, ja foi demonstrado o potencial de aplicacdo de uma
plataforma constituida por trés etapas cromatograficas para a purificacdo de 1gG, ndo
incluindo a cromatografia proA [111].

Para além disso, tém sido desenvolvidas novas geracGes de ligandos, como por
exemplo fosfonatos ligados a particulas de Zirconia [112], e destacada a utilizacdo de
outras variantes cromatograficas, como a cromatografia de troca cationica (CTC) [127],
a cromatografia de troca anidnica (CTA) [113] e a cromatografia de interacéo hidrofébica
(CIH) [114]. E, contudo, notério, que a utilizagio de uma plataforma constituida por 3
etapas cromatograficas (combinando a CTC, CTA e CIH) permite a obtencdo de um nivel
de pureza excecional (> 99%) [111], que ndo é conseguido por nenhuma das técnicas
isoladamente (CTC — 95% [127]; CTA — 85% [113]; CIH — 97% [114]). De um modo
geral, e entre as técnicas cromatograficas abordadas, a plataforma de 3 etapas
cromatograficas é a estratégia atual mais promissora, pois permite obter elevados
rendimentos de extracdo, com niveis de pureza que permitem atingir os elevados padroes
exigidos pela industria farmacéutica. Por fim, a utilizacdo de cromatografia de afinidade
em leito expandido [116] e de cromatografia anular continua [115] foram também
sugeridas como alternativas viaveis para o efeito, embora relativamente a esta Ultima
ainda ndo haja informacao referente aos niveis de pureza passiveis de serem obtidos.

Em paralelo, tém vindo a ser desenvolvidas novas tecnologias ndo-cromatograficas
como estratégia alternativas. As principais técnicas utilizadas neste ambito incluem a
eletroforese preparativa [117, 118], filtracdo por membrana [119, 120], precipitacdo de
afinidade [121-123], separacdo magnética ndo-cromatografica [124-126] e os sistemas
aquosos bifasicos [106]. Em geral, a utilizacdo de membranas de afinidade como
adsorventes para a purificacdo de IgG permitem uma boa estabilidade e manutencdo dos
perfis de adsorcdo e eluicdo ao longo de varios ciclos [119]. A eletroforese preparativa
aparenta ser também uma alternativa ndo-cromatografica promissora, pois para além de

permitir extracdes aceitaveis de 1gG, trata-se de um método que ndo depende de uma
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interacdo de ligacdo variavel como acontece nas restantes alternativas cromatogréficas,
permite a sua aplicagdo a um largo espetro de espécies, apresenta um baixo custo
associado e € passivel de ser aplicada a uma escala industrial [117, 118]. Por sua vez,
recorrendo a particulas magnéticas, é possivel separar anticorpos em curtos espagos de
tempo, e uma vez que sdo toleradas particulas em suspensdo, ndo ha necessidade de se
efetuar nenhuma filtragcdo ou centrifugacdo anterior ao carregamento da amostra.
Finalmente, existe uma tecnologia classica, bastante estabelecida na industria
farmacéutica, denominada extracdo liquido-liquido que utiliza solventes organicos para
o efeito [2]. Contudo, esses solventes organicos sdo na maioria das vezes muito volateis
e tdxicos, e as proteinas, em particular, apresentam baixa solubilidade e elevada
propensdo para desnaturacdo na presenca destes [128]. Deste modo, a sua utilizacdo em
processos biotecnologicos limita-se apenas a recuperacdo de produtos de baixo peso
molecular, tais como antibidticos e acidos orgénicos de meios de fermentagdo [129].
Neste sentido, como uma técnica alternativa de extragdo liquido-liquido, surgem os
sistemas aquosos bifasicos (SAB), que tém vindo a demonstrar um enorme potencial e
versatilidade para o processamento a jusante de biofarmacos, como os anticorpos
monoclonais, lipoproteinas de elevada densidade, hormonas, citocinas, fatores de
crescimento e ADN plasmidico, tal como revisto por Rosa et al. [2].

De todas as técnicas alternativas abordadas neste capitulo, as técnicas ndo-
cromatograficas apresentam-se mais promissoras relativamente as técnicas
cromatograficas, uma vez que, de uma forma geral, permitem atingir elevados
rendimentos de extracdo e elevados niveis de pureza, aliados a simplicidade, robustez dos
métodos e menor custo energético e/ou econdmico. De um modo geral, e apesar de nem
todos os métodos permitirem atingir os exigentes critérios que a industria farmacéutica
impde, alguns apresentam um potencial promissor para cumprir esses critérios. Em
particular, a plataforma constituida por trés etapas cromatograficas [111] permite atingir
um elevado grau de pureza (> 99%) de 1gG, que é efetivamente o minimo exigido pela
industria farmacéutica; contudo, a separacdo magnética constitui um método ndo-
cromatografico que permite atingir o mesmo nivel de pureza dessa plataforma através da
utilizacdo de nanoparticulas e com apenas uma etapa de extracdo [126]. Deste modo, a
separacdo magnética revela estar entre as técnicas mais eficientes abordadas, visto que
permite bons rendimentos e um nivel de pureza adequado para a sua eventual utiliza¢do
em humanos, para além de que a separacao ¢ feita em alguns minutos e sem que sejam

necessarios pré-tratamentos da amostra, revelando-se assim como uma técnica vantajosa
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relativamente & cromatografia proA. No entanto, os SAB sdo uma alternativa néo-
cromatogréfica ainda mais relevante e com elevado potencial para a purificacao de IgG,

e serdo discutidos mais pormenorizadamente no capitulo 1.7 desta dissertacéo.

1.7. Sistemas Aquosos Bifasicos (SAB)

No que diz respeito a extracdo e purificacdo de biomoléculas ou de outros compostos
de valor acrescentado a partir de uma fase liquida, é recorrente a aplicacdo de métodos de
extracdo do tipo liquido-liquido utilizando solventes organicos imisciveis com agua, que
por sua vez acarretam iniUmeros inconvenientes para 0 meio ambiente e humano pelo
facto de serem volateis, toxicos e inflamaveis [130]. Mais ainda, as proteinas apresentam
uma baixa solubilidade nestes solventes e uma elevada propensao para desnaturar na sua
presenca [128]. Neste contexto, surgiu um outro processo que permite a extracdo de
biomoléculas de uma fase liquida para outra, ambas maioritariamente constituidas por
agua, e designado de sistemas aquosos bifasicos (SAB). No ano de 1896, Beijerinck
reportou pela primeira vez a incompatibilidade e formacdo de duas fases aquosas de
solugdes de agar com amido ou gelatina soluvel [131]. Contudo, foi apenas no ano de
1955 que os SAB foram reportados como técnica de extracdo/separacdo por Albertsson
et al., que demonstrou que o polietilenoglicol (PEG), fosfato de potassio e agua, assim
como PEG, dextrano e agua formavam duas fases aquosas imisciveis [132]. De salientar
que ambos os pares de solutos sdo misciveis em agua e que a formacdo de SAB ocorre
acima de uma determinada concentracdo dos mesmos [133]. Uma das fases € enriquecida
num dos solutos, e na outra fase ha prevaléncia do segundo soluto. Estes solutos podem
ser dois polimeros (por exemplo PEG e dextrano), um polimero e um sal (por exemplo
PEG e fosfato de sddio) ou outros [133].

As principais vantagens inerentes a utilizacdo dos SAB estdo relacionadas com o facto
de se tratar de uma técnica relativamente simples, com um baixo custo associado, facil de
operar e de aplicar a uma escala industrial, com uma elevada capacidade de resolucéo e
que permitem que a purificacdo e concentracdo sejam integradas numa Unica etapa [2].
Para além disso, os SAB proporcionam um ambiente altamente biocompativel, uma vez
que ambas as fases possuem um elevado teor em dgua e a maioria dos polimeros utilizados
apresentam um efeito estabilizante na estrutura terciaria das proteinas e na sua atividade
biologica [134]. Os SAB ja revelaram ser ferramenta ndo-cromatografica eficaz para a

separagdo e purificacdo de biomoléculas, nomeadamente células, virus, organelos, &cidos
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nucleicos, lipidos, amino&cidos, proteinas, anticorpos e enzimas, tal como revisto por
Rosa et al. [2].

A particdo seletiva de um determinado produto entre as duas fases coexistentes
encontra-se na base da separacao utilizando um sistema de duas fases [2]. Esta particdo é
controlada por varios parametros relacionados com as propriedades do sistema, do soluto-
alvo e das interacOes entre os dois. No que diz respeito as propriedades do sistema que
influenciam a particdo, destaca-se a natureza do polimero, o seu peso molecular e
concentracao, tipo de sal e concentracdo, pH do sistema e forca idnica; relativamente as
propriedades do soluto-alvo envolvidas na particdo, € possivel salientar a carga, peso
molecular, hidrofobicidade e caracteristicas conformacionais. A complexidade das
interacbes quimicas e fisicas envolvidas no processo de particdo torna estes sistemas
bastante poderosos em contraste com outras técnicas de separacéo estabelecidas, uma vez
que ¢ possivel atingir um elevado poder de resolucdo apenas através da manipulacdo das
propriedades intrinsecas do sistema [135]. Contudo, toda esta complexidade dos sistemas
aliada ao facto de os mecanismos de particdo serem ainda pouco compreendidos,
prejudicam a previséo da eficacia de um determinado SAB [136].

Cada SAB tem um unico diagrama de fases sob um conjunto particular de condicdes,
tais como a temperatura e o pH [134]. Tal como ¢ visivel na Figura 7, a curva binodal (A-
B-C-D) divide duas regifes: a regido monofasica (abaixo da curva), em que a essas
concentracdes o sistema apresenta-se com apenas uma fase, e a regido bifasica (acima da
curva), em que a essas concentraces de solutos o sistema forma duas fases agquosas
imisciveis [133]. Nesta figura é ainda possivel identificar o ponto M, que corresponde a
uma composicao de mistura na regido bifésica, e cuja composicdo de cada fase adquire a
designacdo B e D, uma vez que sdo os pontos terminais de uma tie-line (TL) especifica.
E possivel percorrer varios pontos de mistura ao longo dessa mesma TL, diferindo apenas
na composicdo total do sistema e razdo volumétrica das fases, mas mantendo a
composicao exata das duas fases coexistentes (B e D) [134]. O comprimento da tie-line
length (TLL) é um indicador numérico da diferenca da composicéo entre as duas fases e
é geralmente usado para correlacionar tendéncias na particdo dos solutos entre ambas as
fases [133].

Um dos polimeros que é habitualmente utilizado na formacdo de SAB ¢é o PEG [137].
Trata-se de um poliéter diol comercialmente disponivel numa larga variedade de pesos
moleculares, o que permite a sua adequacgédo ao processo/tipo de sistemas, bem como ao

tipo de biomolécula que se pretende extrair [138]. A sua elevada utilizagdo prende-se com
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o facto de apresentar caracteristicas interessantes, nomeadamente uma elevada
biodegrabilidade, baixa toxicidade, baixa volatilidade, baixa temperatura de fuséo,

elevada miscibilidade em &gua e um baixo custo associado [18].
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Figura 7 — Representacdo esquematica de um diagrama de fases hipotético de um sistema constituido por
2 polimeros. A curva binodal encontra-se representada pelos pontos A-B-C-D, e delimita a regido
monofésica da regido bifasica. Os pontos B-M-D representam uma tie-line, que para um qualquer ponto de
mistura ao longo desta, a composicdo exata das fases superior e inferior do SAB serdo sempre D e B,
respetivamente. A razdo volumétrica das duas fases coexistentes encontra-se representado graficamente
junto de cada ponto da tie-line. Adaptado de Freire et al. [133].

Mais ainda, o PEG acelera significativamente a renaturacdo das proteinas, permitindo
a recuperacdo da sua atividade biologica, e apresentando, consequentemente, um papel
estabilizante na estrutura das mesmas [139]. Contudo, sdo comumente utilizados outros
polimeros na formacdo de SAB, como por exemplo o dextrano. Este trata-se de um
polimero hidrofilico mais dispendioso quando comparado com o PEG, embora
igualmente disponivel comercialmente numa vasta variedade de pesos moleculares [2,
140]. No que concerne a separacdo das fases numa solucdo contendo uma mistura de
polimeros, o fendmeno tem vindo a ser tratado de um ponto de vista mais fundamental
através da aplicacdo de varias teorias que envolvem as propriedades termodinamicas dos
polimeros em solucdo [134].

O primeiro estudo que sugeriu a utilizacdo de SAB para a purificacdo de anticorpos
foi conduzido por Andrews et al., no ano de 1990, utilizando uma molécula de PEG
modificada com proA [141]. Contudo, os custos deste ligando inviabilizaram a

abordagem proposta por Andrews e seus colaboradores numa escala mais alargada [141].
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Mais tarde, em 1992, Sulk et al. propuseram um processo de extracdo utilizando um SAB
constituido por PEG 1540 e fosfato de potéassio acoplado a cromatografia de absorcao
tiofilica [142]. O anticorpo foi recuperado na fase superior, permitindo uma recuperagao
da IgG de 90% [142]. Em 1996, Andrews et al. propuseram um SAB do tipo polimero-
sal que permitiu a recuperacgéo de IgG de rato em duas etapas, a partir de sobrenadantes
de células de hibridoma [143]. A extracdo da IgG foi realizada para a fase rica em PEG,
num SAB constituido por PEG 1450, com uma baixa concentracdo de fosfato de potassio
e NaCl (14 e 12%, respetivamente), com um rendimento de 90% e um fator de purificacdo
de 2,7. A IgG foi posteriormente re-extraida para uma solucdo de fosfato de potassio, e
0s compostos mais hidrofobicos que se particionaram com a IgG foram entdo removidos
por cromatografia de interacdo hidrofébica [143]. Ziljstra et al. desenvolveram dois
trabalhos de investigagdo, nos quais acoplaram um corante verde mimético triazina ao
PEG, que juntamente com o dextrano formou um SAB que foi entdo utilizado para extrair
a 1gG de celulas de hibridoma para a fase rica em PEG [144, 145]. Mais ainda, Rito-
Palomares et al. estudaram SAB constituidos por PEG 1000 e fosfato de potassio a pH 9
para 0 processamento de sangue de bovino numa abordagem compreendendo duas etapas:
extracdo e re-extracdo [146]. Atraves desta abordagem, os autores verificaram que as
proteinas soluveis como a albumina de soro bovino (BSA), hemoglobina e 1gG
particionam para a fase superior rica em PEG, enquanto os fragmentos celulares se
particionam maioritariamente para a fase inferior rica em sal. Por fim, os autores
provaram a reciclagem da fase rica em PEG, através de re-extracdo da IgG, e até 5 ciclos
[146].

Mais recentemente, o grupo de Aires-Barros e seus colaboradores tem vindo a reportar
0 sucesso da utilizacdo de SAB para a extracdo de anticorpos de diferentes sobrenadantes
de linhas celulares, nomeadamente de celulas de hibridoma e de células CHO, sendo um
dos principais grupos de investigacao internacionais a trabalhar nesta area [23, 135, 147-
160], e que permite a compilacdo de uma série de resultados fomentando assim uma
comparacdo mais direta entre a performance de diferentes sistemas. Na Tabela 4 encontra-
se um resumo dos principais SAB estudados por Aires-Barros e colaboradores [23, 135,
147-160], nomeadamente o tipo e caracteristicas de cada sistema, a origem da IgG, o0s
rendimentos de extracdo e 0s niveis de pureza associados. Este grupo conseguiu
demonstrar o potencial dos SAB para a purificacdo de anticorpos a partir de matrizes
reais, utilizando sistemas PEG/fosfato de potassio [135, 147-150, 160], PEG/citrato de
sodio [151, 152], PEG/dextrano [23, 153-157, 159], e UCON/dextrano [158].
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Tabela 4 — SAB investigados por Aires-Barros e colaboradores [23, 135, 147-160] para a extracdo e
purificagéo de 19gG, comparados em termos de rendimento de extracéo e de pureza.

Rendimento Pureza

Origem de extracdo | dalgG Ref.

da IgG

Caracteristicas do SAB

da 1gG (%) (%)

8% PEG 3350 + 10% fosfato de potassio + 15%

MA 7 1 1
NaCl, pH 6 6 00 [135]
0, 0, ASSj 0,
12% PEG 6000 + 10% fosfato de potassio + 15% CHO 88 FP=43 [147]
NaCl, pH 6
0, 0, AGS| (0)
12% PEG 6000 + 10% fosfato de potassio + 15% HIB 90 FP=41 [147]
NaCl, pH 6
8% PEG 3350 + 10% fosfato de potéassio + 10%
NaCl, pH 6 CHO 89 75 [148]

5 etapas: SAB + 4 etapas de contra-corrente
PEG 3350 + fosfato de potassio
Escala piloto de extracédo continua com SAB em CHO 85 50 [149]
contra-corrente
10% PEG 3350 + 12% citrato de sodio, pH 6

3 etapas: SAB + CIH + CEM CHO %0 100 [151]

8% PEG 3350 + 8% citrato de sédio + 15%
HIB 7 152
NaCl,pH 6 9 6 2]
PEG 150-AG + dextrano 500000 CHO 93 FP=1,9 [154]

10% PEG 3350-AG + 5% dextrano 500000
. CHO 73 91 156
2 etapas: SAB com ligando + CTC [156]

(0) - 0,

8% PEG 3350-AG + 5% dextrano 500000 + 10mM CHO 97 94 [155]

fosfato de potéssio, pH 7
8% UCON 2000 + 6% dextrano 500000 + 20%
TEG-AG CHO 85 88 [153]
2 etapas: extracdo e re-extracéo
7% PEG 3350 + 5% dextrano 500000 + 1,3% TEG-

AG, pH 4 CHO 96 43 [157]
7% PEG 3350 + 5% dextrano 500000 + 1,3% TEG-
AG, pH 4 CHO 95 85 [157]
5 etapas: SAB + 4 etapas de contra-corrente
8% UCON 50HB-3520 + 5% dextrano 500000, pH 5 i 82 i [158]
2 etapas: extragao e re-extragéo
7% PEG 3350 + 5% dextrano 500000 + 300 mM
NaCl. pH 3 HIB 72 - [23]
7% PEG 6000 + 5% dextrano 500000 + 150 mM
NaCl. pH 3 HIB 84 - [23]
8% PEG 3350 + 5% dextrano 500000 + 200 mM
NaCl + particulas revestidas por goma-arabica CHO 92 98 [159]
modificadas com acido aminofenil borénico
PEG 3350 + fosfat~o de potassmi + NacCl, pH 6 CHO 80 97 [160]
3 etapas: extragao, re-extracdo e lavagem
PEG 3350 + fosfato de potéssio + NaCl, pH 6 PER.CE 100 97 [160]

3 etapas: extragdo, re-extracao e lavagem

Legenda: AG — &cido diglutérico; CEM — cromatografia de exclusdo molecular; CHO — células de ovério de hamster
chinés; CIH — cromatografia de interacdo hidrofobica; CTC — cromatografia de troca cationica; FP — fator de
purificagdo; HIB — células de hibridoma; MA — mistura artificial; PEG — polietileno glicol; TEG-AG - trietileno glicol-
acido diglutarico; UCON - 6xido de etileno/dxido de propileno.
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Com sistemas constituidos por PEG e fosfato de potéssio, os autores simularam um
processo de cromatografia em contra-corrente para separar completamente a IgG das
restantes impurezas [148]. Para além disso, este tipo de SAB foi ja testado numa escala
piloto mostrando-se igualmente eficiente [149], e a sua incorporagdo numa plataforma de
microfluidica revelou que a reducdo a microescala ndo tem um grande impacto no
rendimento de extracdo, beneficiando contudo de uma reducdo no tempo de operacao
[150]. Por motivos associados & utilizagdo de sais de fosfato, Aires-Barros e
colaboradores investigaram outras alternativas, nomeadamente SAB constituidos por
PEG e citrato de sodio [151, 152]. Esta equipa de investigagdo passou também “do
conceito ao processo” através de uma parceria com os Servigos Tecnologicos da Bayer,
sugerindo a utilizacdo de uma bateria de separadores-mistos para efetuar etapas de
extragdo de 1gG em série de sobrenadantes de dois tipos de linhas celulares e onde se
obtiveram resultados promissores [160].

Os autores demonstraram também que este tipo de sistemas pode ser integrado num
processo envolvendo etapas cromatograficas de CIH e cromatografia de exclusdo
molecular (CEM) [151], e é também possivel a aplicacdo de uma etapa de re-
extracdo/purificacdo [152]. No sentido de melhorar a especificidade da 1gG para a fase
ricaem PEG, o mesmo grupo de investigacdo estudou a utilizacdo de PEG funcionalizado
com diversos ligandos [154-156] ou incluindo o trietileno glicol-acido diglutarico (TEG-
AG) [153, 157], o que permitiu aumentar a seletividade do sistema para a IgG e obter
elevados rendimentos de extracdo. Incluido na versatilidade das técnicas aplicadas para a
purificacdo de IgG, encontra-se também um processo hibrido que combina a extracédo
através de SAB com a separacdo magnética [159].

Para que os anticorpos extraidos e purificados sejam aplicados e administrados a
humanos é necessario que apresentem um grau de pureza excecional. De acordo com o
Caodigo de Regulacbes Federais da FDA, pureza significa a liberdade relativa de matéria
estranha no produto final, ndo sendo prejudicial para a utilizacdo humana ou prejudicial
para o produto [161]. Deste modo, as impurezas devem ser mantidas a niveis minimos de
forma a minimizar os riscos associados, nomeadamente 0s problemas imunogénicos que
possam advir da presenca desses mesmos contaminantes. A cromatografia de afinidade
com proA permite alcancar purezas de 99% ou superiores [13], e uma vez que se trata do
padrdo de referéncia da industria, serdo estes 0s niveis de pureza que deverdo ser
alcancados para considerar uma alternativa viavel ao processo adotado atualmente. Tal

como sumariado na Tabela 4, pela utilizacdo de SAB, os rendimentos de extragdo
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reportados variam entre 0s 72% e 0s 99% e 0s niveis de pureza variam entre 0s 43% e 0s
100%. Em particular, os sistemas constituidos por 8% PEG 3350 + 10% fosfato de
potéassio + 15% NaCl [135] e por 10% PEG 3350 + 12% citrato de sodio [151] séo
bastante relevantes, pois permitiram obter 100% de pureza de IgG. No entanto, é
importante realgar que o primeiro sistema [135] visava a purificacdo de 1gG a partir de
uma mistura artificial contendo 1gG, albumina e mioglobina (as impurezas proteicas
maioritarias presentes nos sobrenadantes de culturas celulares), pelo que se trata de um
resultado que ndo pode ser extrapolado para a realidade, visto que uma matriz real € muito
mais complexa. No segundo sistema [151], os 100% de pureza alcancados sdo resultado
de 3 etapas de extracdo: 1 etapa com SAB e 2 etapas cromatograficas subsequentes (CIH
e CEM). Este resultado, quando comparado com o método cromatogréafico de 3 etapas
[111] apresentado na Tabela 3 do capitulo 1.6.2, que permitiu a recuperacdo de 85% de
IgG com pureza superior a 99%, apresenta-se mais promissor uma vez que reduz uma
etapa cromatografica, permitindo ainda uma maior extragdo de 1gG (90%) com um grau
de pureza equiparavel. Comparando estes resultados com a utilizacdo isolada de CIH
[114], constata-se que ndo e possivel atingir o mesmo nivel de pureza, uma vez que 0S
autores demonstraram conseguir apenas 97%, que apesar de se tratar de um nivel de
pureza elevado, ndo é capaz de competir com a plataforma estabelecida atualmente. Estes
niveis excecionais de pureza ndo foram demonstrados por mais nenhum sistema dos
apresentados na Tabela 4, sendo no entanto possivel destacar o sistema constituido por
8% PEG 3350 + 5% dextrano 500000 + 200 mM NaCl + particulas revestidas por goma-
arabica modificadas com acido aminofenil bordnico [159], que possibilitou obter 1gG
com um nivel de pureza de 98%, que embora ndo seja suficiente para a industria
farmacéutica, aparenta ser um sistema interessante e que merece ser explorado em mais
detalhe uma vez que essa pureza foi obtida com uma Unica etapa.

Um outro grupo de investigacdo que trabalha mais diretamente dentro da area de
pesquisa da purificacdo de anticorpos monoclonais utilizando SAB é o grupo de Platis e
Laubrou em Atenas, que estudam plantas transgénicas, nomeadamente a planta do tabaco
[162-164]. A planta do tabaco apresenta 0 mesmo padrao de glicosilagdo que os humanos,
pelo que se torna possivel a producdo de anticorpos monoclonais humanizados através
desta planta. Os principais beneficios prendem-se com os reduzidos custos de producéo
e 0 baixo risco de contamina¢do humano, uma vez que tém origem vegetal. Os SAB
revelaram-se assim, um sistema benéfico para a purificacdo de proteinas de plantas, que

de outra maneira teria que recorrer a varias etapas cromatograficas, nomeadamente
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cromatografia de troca idnica, exclusdo molecular e cromatografia de afinidade [163]. Os
autores estudaram sistemas constituidos por PEG 1500 e fosfato de potéssio, que Ihes
permitiu a remogdo dos metabolitos secundarios potencialmente perigosos da planta do
tabaco [162]. Mais ainda, foi possivel acoplar este método de purificagdo, vital para a
remogdo de polifendis, com a cromatografia de troca cationica e cromatografia de
afinidade metalica, aumentando os niveis de purificacdo [163], havendo ja evidéncias
reportadas da particdo dos mAbs e dos fragmentos celulares das plantas para fases opostas
[164]. Os mAbs purificados foram sempre analisados por eletroforese de proteinas,
ELISA e western blot, demonstrando a atividade dos mAbs e a sua pureza no que diz
respeito a variantes degradadas, polifendis e alcaloides [162-164].

Outros investigadores também sugeriram, mais recentemente, novos métodos de
separacdo e purificacdo de 1gG a partir de diversas matrizes. E possivel destacar as
investigacOes de Hye-Mee Park et al., que sugeriram um novo método de separagédo por
afinidade, no qual a peroxidase do rabano (HRP) associada a 1gG humana foi utilizada
como ligando de afinidade [165]. Vargas et al. também reportaram um novo método de
fracionamento de plasma utilizando PEG 3350, fosfato de potéssio e NaCl a pH 6,1 [166]
e ja no ano de 2015, aplicaram com sucesso a metodologia dos SAB como etapa primaria
de purificacdo de 1gG de cavalo anti soro antiofidico [167]. Wu et al. constataram que 0
sistema constituido por PEG 4000, hidroxipropil amido (HPS) e NaCl a pH 8 constitui
também uma alternativa promissora para a recuperacao primaria de 1gG a partir de uma
matriz complexa [168]. Também no ano de 2015, Muendges et al. publicaram dois
trabalhos referentes a extracdo e purificacdo de IgG provenientes de linhas celulares
obtidas de CHO, utilizando um sistema PEG 2000 e fosfato de sodio/potassio a pH 6 [169,
170].

Em suma, foram atingidos alguns resultados promissores na purificacdo de IgG
proveniente de diversas matrizes complexas, nomeadamente de matrizes bioldgicas como
0 sangue de bovino, ou de sobrenadantes de linhas celulares desenvolvidas a partir de
CHO e hibridoma. As diferencas obtidas entre os varios estudos apresentados resultam
da alteracdo dos componentes do SAB, das suas concentracdes, pH, da existéncia ou ndo
de um ligando, da adicdo de eletrdlitos e do recurso a etapas adicionais de purificacéo.
Torna-se assim importante referir que a necessidade de recorrer a etapas adicionais de
extracdo/purificacdo tornam o processo mais complexo e dispendioso. A exploracédo de
ligandos de afinidade e de eletrdlitos é bastante importante pois permitiu melhorar a

seletividade dos SAB estudados e apresentados na Tabela 4, dado que os SAB

37



convencionais polimero/polimero e polimero/sal apresentam uma gama de polaridade
restrita. Um dos componentes comum a todos os trabalhos é o PEG, que possivelmente,
pelas suas caracteristicas de biocompatibilidade anteriormente discutidas, seja
amplamente utilizado pela comunidade cientifica a trabalhar nesta area. Assim sendo,
torna-se evidente que o estudo de novos sistemas visando a extracdo seletiva e
consequente purificacdo de IgG deve ser feito através da manipulacdo de alguns dos
restantes parametros referidos, onde a utilizacdo de diferentes eletrolitos tem um papel
primordial.

Em termos dos custos associados ao processo, Rosa et al. publicaram um estudo
comparando diretamente a purificacdo de mAbs através de SAB e de cromatografia proA
[171]. Através deste estudo, os autores demonstraram que com a utilizagdo de SAB, os
custos associados a purificagdo podiam ser reduzidos em pelo menos 39%. Contudo,
atraves das evidéncias bibliograficas aqui apresentadas € possivel concluir que, em quase
todas as investigacOes reportadas, sdo requeridas etapas adicionais de cromatografia, a
utilizagdo de ligandos ou de polimeros funcionalizados, ou mesmo varias etapas de
extracdo com SAB. Todos estes artefactos/etapas adicionais tornam o processo mais
complexo e dispendioso, pelo que é extremamente relevante criar novos avangos nesta

area que apresenta tao elevado potencial para o0 mercado biofarmacéutico.

1.7.1. Liquidos lIénicos (LIs) como constituintes de SAB

Embora o PEG seja um dos componentes mais utilizados na formacao de SAB e apesar
de todas vantagens inerentes a sua utilizacdo, devido a sua natureza hidrofilica, verifica-
se uma limitacdo na aplicacdo desta técnica na extracdo de biomoléculas hidrofébicas ou
na separacao de biomoléculas com polaridades semelhantes [172]. No sentido de colmatar
esta situacdo, os investigadores comecaram a estudar novas abordagens, destacando-se o
trabalho de Rosa et al. e Azevedo et al. que recorreram a funcionalizacdo do PEG [135,
155]. Uma nova abordagem para os SAB foi originalmente proposta por Rogers et al., no
ano de 2003, que consiste na utilizacdo de liquidos ionicos (LIs) e sais inorganicos como
uma alternativa aos sistemas convencionais formados por polimeros [173].

Os LlIs sdo sais que, ao contrario dos eletrélitos comuns, séo liquidos a temperaturas
inferiores a 100°C, e devido a sua natureza ionica, apresentam algumas propriedades
importantes: possuem volatilidade negligenciavel, ndo sdo inflamaveis, possuem elevada

condutividade i6nica, elevada estabilidade térmica, elevada estabilidade eletroquimica e
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uma baixa viscosidade [174]. Em particular, a sua baixa volatilidade e o facto de serem
inflaméveis contribuiram para a sua designacao de “green solvents”. No que concerne a
sua constituicdo, estes sdo normalmente compostos por um catido organico assimétrico
de elevadas dimensdes, e por um anido de natureza organica ou inorganica com
dimensGes mais reduzidas. Através de uma manipulacdo apropriada do catido e do anido
que constituem o LI, é possivel obter inimeras combinacfes de LIs, abrangendo deste
modo, um espetro mais alargado de polaridades, razdo pela qual estes solventes sdo
também designados como ““designer solvents”. Ao contrario dos solventes moleculares
tradicionais, os LIs podem ser vistos como um meio nano-segregado, composto por uma
rede polar permeada por dominios ndo-polares [175]. Estes dominios permitem aos LIs
interagir seletivamente com diferentes tipos de solutos/solventes, podendo sempre ser
previstas propriedades e aplicagbes melhoradas. Neste sentido, os LIs podem ser
selecionados de modo que ndo conduzam a alteracfes da estrutura das proteinas [176].
A principal vantagem dos SAB constituidos por LIs relaciona-se com a possibilidade
de manipular a polaridade das fases coexistentes através de uma escolha apropriada dos
i0es que constituem o LI [133]. Através da introducéo de LIs torna-se possivel ultrapassar
a gama de polaridade limitada dos SAB derivados de polimeros, em que as diferencas de
polaridade dependem essencialmente da quantidade de &gua presente em cada fase. Os
SAB constituidos por LIs ja demonstraram uma elevada performance, através da obtencéo
de extragdes completas num Unico passo [177], elevada seletividade para uma
determinada molécula-alvo em matrizes complexas [178], ou atraves da utilizacdo de LIs
de natureza biocompativel capazes de manter a estrutura das proteinas [176]. Com base
na possibilidade de obter uma gama mais alargada de polaridades dos SAB, duas equipas
de investigadores reportaram a sintese de PEGs funcionalizados com LIs de modo a
aumentar a seletividade dos sistemas [179, 180]. Para além disso, ja foi também
demonstrado que a adicdo de pequenas quantidades de LlIs aos SAB convencionais
constituidos por um polimero e um sal inorganico rege maioritariamente o
comportamento de particdo das biomoléculas [14, 172, 181-183]. Pereira et al.
demonstraram que a particdo do L-triptofano é dominada pelo LI utilizado como
adjuvante, a apenas 5% (m/m), o que permitiu atingir coeficientes de particdo superiores
a 25 [172]. Mais ainda, constataram que 0 comportamento de particdo é altamente
dependente do LI utilizado, sendo que o seu catido apresentava o papel principal no
controlo da capacidade de extracdo da biomolécula para a fase rica em PEG, e que a

temperatura nestes sistemas com LIs como adjuvantes influenciava significativamente a
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eficiéncia de extragdo do L-triptofano, reiterando resultados previamente sugeridos por
Pei et al. relativamente as proteinas [184]. Em particular, Hamzehzadeh et al.
investigaram também o potencial do LI brometo de 1-butil-3-metilimidazolio, utilizado
como adjuvante a 5% (m/m) em SAB constituidos por K3sCsHsO7 e por PEG de diferentes
pesos moleculares (400 g.mol™ [181] e 600 g.mol™ [183]) para a extracdo de L-triptofano.
Em ambos os estudos, os resultados demonstraram que a adigdo de apenas pequenas
quantidades de LI permitem melhorar consideravelmente os coeficientes de particéo da
biomolécula para a fase rica em polimero. No mesmo sentido, Almeida et al. utilizaram
SAB constituidos por PEG e Na»>SOs4, com LIs como adjuvantes, e avaliaram a sua
performance na extracdo de antioxidantes [14]. Os autores demonstraram que a
manipulacdo da estrutura quimica do LI é determinante para a obtencdo de elevadas
eficiéncias de extracdo (compreendidas entre 80% e 99%). Mais recentemente, de Souza
et al. investigaram o impacto de varios LIs na formacao de SAB igualmente constituidos
por PEG e um sal inorganico, demonstrando elevados coeficientes de parti¢cdo do acido
cloranilico e rodamina 6G para a fase rica em PEG na presenca de LI [182]. Deste modo,
é possivel concluir que a utilizacéo de LIs, mesmo que como adjuvantes e/ou em pequenas
quantidades, permite efetivamente ajustar as polaridades e afinidades de ambas as fases
de SAB, permitindo assim a manipulacdo da particdo das (bio)moléculas-alvo. Deste
modo, e embora ainda ndo existam trabalhos publicados utilizando LIs em SAB para a
extracdo de 1gG, é possivel prever que os Lls sdo uma alternativa interessante aos
eletrolitos mais convencionais com potencial elevado para aplicacdo em SAB para a

purificacdo de IgG.

1.8. Motivacao e objetivo da dissertacao

De um modo geral, e através da revisao da literatura efetuada, € possivel concluir que
0s SAB sdo uma alternativa ndo-cromatografica com grande potencial face a todos os
métodos de purificacdo abordados para a 1gG a partir de sobrenadantes de culturas
celulares. Os SAB apresentam elevada biocompatibilidade, facilidade de aplicacdo a
escala industrial com um baixo custo associado, elevada produtividade e elevada
estabilidade quimica e proteolitica. E também possivel perspetivar a utilizacdo de LlIs
como componentes dos SAB, aliando a esta técnica uma melhoria consideravel em termos
de seletividade devido a possibilidade de manipulacdo da polaridade das fases

coexistentes. Face ao exposto, nesta tese pretendeu-se produzir anticorpos humanizados
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através de linhas celulares obtidas a partir de CHO e avaliar a utilizacdo de SAB, do tipo
polimero/sal e polimero/polimero com LIs como adjuvantes, na extracdo seletiva de 1gG
e posterior purificacdo diretamente a partir de sobrenadantes de linhas celulares obtidas
de CHO. Para tal, inicialmente foi efetuado um estudo inicial sobre a influéncia de
diversos LIs no comportamento de particdo da IgG pura/comercial, seguido da aplicagcéo
dos SAB mais promissores estudados para a extracdo e purificacdo da IgG a partir dos
sobrenadantes das culturas de células CHO. A eficiéncia do processo de extracdo foi
inferida e discutida de acordo com os rendimentos de extracdo e niveis de pureza obtidos,
bem como do ponto de vista da manutencdo da integridade, das propriedades fisico-
quimicas e da estabilidade estrutural da proteina.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Producio de anticorpos monoclonais anti-I11.-8

2.1.1. Linha celular e meio de cultura

Os anticorpos monoclonais anti-interleucina-8 humana (anti-1L-8) foram produzidos
por uma linha celular CHO DP-12 clone #1934 (ATCC CRL-12445) da American Tissue
Cell Collection (ATCC), utilizando o método de selecdo DHFR /metotrexato. De acordo
com a patente americana #6133426 (patente europeia EP 1415998), trata-se de um clone
derivado da transfecdo de células CHO DP-12 com o vetor p6G4V11N35E.choSD.10 e
selecionadas em metotrexato.

As celulas CHO DP-12 cresceram em 75% (v/v) de meio de cultura sem soro
(ProCHO™5, Lonza Group Ltd, Bélgica) e 25% (v/v) DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) (Gibco®, Carlsbad, CA, EUA) suplementado com 10% (v/v) de soro
fetal bovino com teor muito baixo em 1gG (FBSUL, Gibco®). 200 nM de metotrexato
encontrava-se presente no meio de cultura de forma a manter a pressdo seletiva.
ProCHO™S5 foi suplementado com 4 mM L-glutamina (Gibco®), 2,1 g/L NaHCOs;
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 10 mg/L insulina humana recombinante (Lonza),
0,07% (v/v) lipidos (Lonza) e 1% (v/v) antibioticos (100 U/mL penicilina e 100 pg/mL
estreptomicina) (Gibco®). O meio de cultura DMEM utilizado continha 4,5 g/L D-
glucose, 4 mM L-glutamina e 1 mM de piruvato de sddio. Apds a ressuspensdo do pé de
DMEM, adicionou-se 1,5 g/L NaHCOs3, 2 mg/L insulina recombinante humana, 35 mg/L
L-prolina (todos adquiridos através da Sigma-Aldrich), 0,1% (v/v) de um elemento
vestigial A, 0,1% (v/v) de um elemento vestigial B (ambos da Cellgro®, Manassas, VA,
EUA) e 1% (v/v) antibidticos (100 U/mL penicilina e 100 pg/mL streptomicina)
(Gibco®).

2.1.2. Passagem celular

As culturas cresceram em frascos T-75 (BD Falcon, Franklin Lakes, NJ) a37°C (£ 1
°C) e 5% CO2, com uma densidade celular inicial de 2,1 x 10° células/mL. As passagens
celulares foram realizadas a cada 4 dias, em condi¢cdes de maxima assepsia numa camara

de fluxo laminar. Em cada passagem, os sobrenadantes celulares foram coletados para
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tubos BD Falcon™ e sujeitos a centrifugacdo a 1250 rpm durante 7 minutos, periodo apos
o qual foram transferidos para um novo tubo BD Falcon™ e armazenados a -20 °C (+ 1
°C). As células foram lavadas com uma solugdo salina aquosa tamponizada a pH 7,4
designada PBS (Phosphate Buffer Saline) (Gibco®) e dissociadas do frasco T-75 pela
adicdo de uma solucdo de Acutase (Sigma-Aldrich) por 5 minutos a 37 °C (£ 1 °C). A
suspensdo celular foi centrifugada a 1250 rpm durante um periodo de 7 minutos num tubo
BD Falcon™, e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspendido em novo meio
de cultura, sendo retirada uma aliquota para o processo de contagem celular e
determinacdo da viabilidade. Assim, o nimero de células presentes na cultura apos os 4
dias de crescimento foi determinado através de um hemacitometro e utilizando um
microscépio Otico Leica DMLB (Wetzlar, Alemanha), através do método de exclusdo do
azul de tripano (Gibco®). A suspensdo celular foi posteriormente cultivada num novo
frasco T-75, numa densidade celular de 2,1 x 108 células/mL, sendo entdo transferido
para uma incubadora a 37 °C (x 1 °C) e 5% de CO..

A evolucgéo da morfologia das células ao longo dos 4 dias de cultura foi visualizada
num microscopio Olympus CKX41 (Toquio, Japdo) e as imagens digitais foram
adquiridas atraves do software CellSens Entry (Toquio, Japao) e tratadas com o software
de tratamento de imagem ImageJ.

A cultura celular foi mantida por varios meses, sendo que em cada passagem VAarios
parametros foram determinados, nomeadamente a densidade celular (Equacdo 1),
percentagem de viabilidade (Equacéo 2) e a produtividade (Equacéo 3):

DC = N@ células vivas X FD x 10* (1)

% viabilidade = "-<CRLAsVVAs o 100 ()

N¢ células total

Produtividade = [1g6] 3)

Ne células total x t

em que DC representa a densidade celular, FD refere-se ao fator de diluicdo em causa, t
representa o tempo de cultura, expresso em dias e [IgG] representa a concentracao de 1gG
presente no sobrenadante celular, expressa em mg/L. Por fim, o pH de cada sobrenadante
foi determinado a 25 °C (£ 1 °C) utilizando um medidor METTLER TOLEDO

SevenMulti pH (Vantaa, Finlandia), com uma incerteza de + 0,002 em cada medicéo.
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2.2. Sistemas quaternarios PEG + Fosfato + H2O + LI

2.2.1. Reagentes quimicos

Os sistemas utilizados neste trabalho foram estabelecidos através da utilizag&o de uma
solugdo aquosa de PEG com uma massa molecular de 3350 Da, abreviado como PEG
3350, e obtido através da Sigma-Aldrich. O polimero foi utilizado sem qualquer
purificacdo posterior.

A fase aquosa consistiu numa solucdo de tampé&o fosfato a pH 7, preparada a partir de
fosfato de potassio dibasico anidro (K:HPQO,) e fosfato de sédio monobasico anidro
(NaH2PO4), obtidos igualmente a partir da Sigma-Aldrich, uma vez que estes apresentam
maior solubilidade do que os seus respetivos sais monobasicos e dibasicos.

Nesta etapa foram estudados dois LIs como adjuvantes no sistema: o cloreto de
tetrametilaménio, [N1111]Cl (pureza superior a 97%); e o cloreto de 1-butil-3-
metilimidazdlio, [Csmim]Cl (pureza superior a 99%). Os LlIs foram fornecidos pela
Sigma-Aldrich e pela lolitec (Heilbronn, Alemanha), respetivamente. As estruturas

quimicas dos LIs estudados encontram-se representadas na Figura 8.
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(1) (ii)

Figura 8 — Estruturas quimicas dos LIs estudados como adjuvantes no sistemas PEG+Fosfato+H0: (i)
[N1111]C|; (II) [C4mim]CI.

cr

De forma a reduzir a 4gua e o0 conteddo de compostos volateis para valores
negligenciaveis, as amostras individuais de LIs foram secas perante agitacdo constante
em vacuo e a uma temperatura moderada de aproximadamente 50 °C (£ 1 °C), por pelo
menos 24 horas. Apds este processo, a pureza de cada LI foi averiguada pelo espetro de
RMN de *H e 3C e verificou-se estar de acordo com a pureza indicada pelos fornecedores.

A agua utilizada ao longo de todo este trabalho foi tratada com o sistema de purificacédo

de agua Milli-Q® Integral (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha).
2.2.2. Reagentes biologicos

Para os estudos do potencial de extracdo e otimizagao destes sistemas foi utilizada 19gG

humana para administragdo terapéutica (nome comercial: Gammanorm®), adquirida
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através da Octapharma (Lachen, Suiga), como uma solucdo de concentragcdo 165 mg/mL
contendo 95% de 1gG (dos quais 59% IgG1, 36% lgG2, 4,9% IgG3 e 0,5% 1gG4).

2.2.3. Procedimento experimental para a extracédo de 1gG comercial

2.2.3.1.  Preparacdo dos SAB

Inicialmente, foi necessaria a preparacdo da solucdo stock de 1gG comercial a uma
concentragéo de 1 mg/mL, a partir da solucdo de IgG Gammanorm® de concentracio 165
mg/mL, para posterior utilizagdo na formacao de cada SAB.

A composicao das misturas quarternarias foi escolhida com base no diagrama de fase
ternario do sistema PEG 3350 + Fosfato + H>O ja reportado na literatura [132]. Deste
modo, SAB com uma massa final de 2 g foram preparados em eppendorfs através da
pesagem das quantidades apropriadas dos componentes a partir de solugcdes stock de 50%
(m/m) PEG 3350 e 40% (m/m) tampéo fosfato (preparado através da adicdo de 16 g de
NaH2POs, 24 g de K:HPO, e 60 g de H0). A concentracdo de PEG e fosfato no sistema
foi de 12% e 10%, respetivamente, tendo sido estudadas diferentes concentragdes de cada
LI (homeadamente 1, 5 e 10%). A solucéo stock de IgG representou 30% da massa do
sistema, exceto nos brancos em que ndo foi adicionada qualquer quantidade de IgG.
Finalmente, a 4gua foi adicionada de modo a atingir a composicao final desejada para o
sistema. Assim, as misturas foram preparadas gravimetricamente, com um erro associado
de + 10 g, e vigorosamente agitadas com auxilio de um vértex (Ika, Staufen, Alemanha).
De forma a ser atingido o equilibrio e garantindo a completa separacdo das fases, 0s
sistemas foram centrifugados a 3500 rpm. durante um periodo de 30 minutos (periodo de
tempo estabelecido em trabalhos de otimizacao prévios), numa centrifuga com rotor de
angulo fixo (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), permitindo o particionamento completo
da IgG entre as duas fases coexistentes.

Em todas as misturas consideradas para este tipo de sistema e com as composi¢cdes
utilizadas, a fase aquosa rica em PEG ¢ a fase superior, ao passo que a fase aquosa rica
em fosfato corresponde a fase inferior.

Seguidamente, os volumes foram determinados e as fases devidamente separadas,
utilizando uma micropipeta para a remocao das fases superiores e uma seringa de 2 mL
para a obtencdo da fase inferior. Ambas as fases foram posteriormente analisadas, tendo

sido quantificada a proteina presente em cada fase, e o coeficiente de particdo, o
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rendimento e eficiéncia de extracdo e 0s respetivos desvios-padrdo foram ainda

determinados.

2.2.3.2. Determinacao do pH das fases

O pH de ambas as fases coexistentes, a fase aquosa rica em PEG e a fase aquosa rica
em fosfato, foi determinado a 25 °C (£ 1 °C) utilizando um medidor Metrohm 702 SM

Titrino (Herisau, Sui¢a), com uma incerteza de + 0,01 em cada medicéo.

2.2.3.3.  Quantificacéo de 1gG

O conteudo de 1gG presente em cada fase foi quantificado através de cromatografia de
afinidade num sistema AKTA™ 10 Purifier da GE Healthcare (Uppsala, Suécia)
utilizando uma coluna de afinidade analitica POROS Proteina G (2,1 x 30 mm) da
Applied Biosystems (Foster City, CA, EUA). A adsorcdo da IgG a coluna foi realizada
com um tampao fosfato a pH 7,4 contendo 50 mM de fosfato de sodio (NaH2POa) e 150
mM de cloreto de sodio (NaCl) durante 1,8 minutos. A eluicdo do anticorpo foi
conseguida através da diminuigéo do valor de pH, utilizando um tampéo a pH 2 contendo
12 mM de acido cloridrico (HCI) e 150 mM de NaCl durante um periodo de 2,5 minutos.
Finalmente, a coluna foi reequilibrada com o tampédo de adsor¢do durante 3,4 minutos.
As amostras das fases superiores e inferiores contendo 1gG foram diluidas 20 vezes no
tampao de adsorc¢éo e foram injetados 0,5 mL na coluna utilizando o Autosampler A-900
da GE Healthcare. A absorvancia foi monitorizada a 215 nm. A concentracéo de 1gG foi
posteriormente determinada a partir de uma curva de calibracdo preparada de fresco a
cada ensaio de quantificacdo, e obtida utilizando 1gG Gammanorm como biomolécula-
padrdo. Os padrbes de IgG preparados variaram numa gama de concentracGes
compreendidas entre 0,2 e 20 mg/L, tal como é possivel observar na Figura B.1 do Anexo
B, que representa 0 exemplo de uma curva de calibracdo obtida utilizando este
procedimento. No final de cada ensaio, a coluna foi armazenada num tampéo fosfato a
pH 7,4 contendo 10 mM de NaH2POs, e 0,002% de azida de sodio.

2.2.3.4. Determinacdo dos coeficientes de particdo e rendimentos/eficiéncias de
extracdo da IgG

Os coeficientes de particdo da proteina, Kigs, foram determinados de acordo com a

Equacdo 4,
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[19GlpEG
= =270 4
IgG [IQG]fosfato ( )

emque [1gGlpeg e [19G] rosrato rePresentam a concentragao total da IgG na fase aquosa
rica em PEG e em fosfato, respetivamente. O rendimento de extracdo de 1gG para a fase
rica em PEG foi determinado através da Equacéo 5, abaixo mencionada,

19GlpEc XV PEG
%Y o = —. x 100 5
196 ™ [196YimiciarxVinicial ©)

em que [IgG]pgp; representa a concentracdo de IgG na fase aquosa rica em PEG,
[1gG]iniciar YePresenta a concentragdo de 1gG adicionada inicialmente a partir do stock
para a formacao do sistema, e 0s parametros Vpgg € Vinicia: Yepresentam o volume da fase
aquosaricaem PEG e o volume da solucéo de IgG adicionada ao sistema, respetivamente.
A eficiéncia de extracao foi determinada através da Equacéo 6

1gG XV
%EE, 5 = [IgGlrEGXVPEG % 100 (6)
[1g9GlpEGXVPEGT [19G]fosfatoXV fosfato

emque [IgGlpgg € [19G]fosrato YEPresentam a concentracao de proteina na fase aquosa
rica em PEG e fosfato, respetivamente, e 0s parametros Vpgg € Veosrato representam o
volume da fase aquosa ricaem PEG e em fosfato, respetivamente. Possiveis interferéncias
do tampédo fosfato, do PEG 3350 e dos varios LIs com os métodos analiticos foram
investigadas e ndo aparentaram ser consideraveis nas condigdes em que se realizou o

trabalho e dilui¢Ges efetuadas.

2.3. Sistemas quaternarios PEG + Dextrano + H>O + LI

2.3.1. Reagentes quimicos

Os sistemas utilizados neste trabalho foram estabelecidos através da utilizacdo de uma
solucdo aquosa de PEG com uma massa molecular de 3350 Da, abreviado como PEG
3350, e de uma solucdo de dextrano com uma massa molecular de 500.000 Da, abreviado
como dextrano 500 kDa, ambos obtidos através da Sigma-Aldrich. Os polimeros foram
utilizados sem qualquer purificacdo posterior.

Foram estudados nove LIs como adjuvantes no sistema, nomeadamente: o cloreto de
tetrametilamonio, [N1111]Cl (pureza superior a 97%); o cloreto de tetrabutilamoénio,
[N2444]Cl (pureza superior a 97%); o cloreto de tetrabutilfosfonio, [Pass]Cl (sem
informacdo relativamente a pureza); o cloreto de 1-butil-4-metilpiridinio, [C4-4mpy]CI

(pureza superior a 98%); o cloreto de colina, [Ch]CI (pureza superior a 98%); o acetato
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de colina, [Ch][Ac] (pureza superior a 99%); o cloreto de 1-butil-3-metilimidazolio,

[Camim]CI (pureza superior a 99%); o brometo de 1-butil-3-metilimidazélio, [Csmim]Br

(pureza superior a 99%); e o hidrogenosulfato de 1-butil-3-metilimidazélio,

[Camim][HSO4] (pureza superior a 99%). Os LIs foram fornecidos pela lolitec, a excecao

do [N1111]Cl e do [Na444]Cl que foram fornecidos pela Sigma-Aldrich, o [Ch]CI fornecido

pela Acros Organics e 0 [P4444]Cl providenciado pela Cytec Industries Inc. As estruturas

quimicas dos LlIs estudados encontram-se representadas na Figura 9.

(viii)
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0
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Figura 9 — Estruturas quimicas dos LIs estudados como adjuvantes nos sistemas PEG+Dextrano+H,O: (i)
[N1211]Cl; (ii) [Naaas]Cl; (iii) [Pasas]Cl; (iv) [Ca-4mpy]Cl; (v) [Ch]CI; (vi) [Ch][Ac]; (vii) [Camim]Cl; (viii)

[C4mim]Br; (ix) [Camim][HSO4].



De forma a reduzir a &gua e o contelddo de compostos volateis para valores
negligenciaveis, as amostras individuais de LIs foram secas perante agitacdo constante
em VAacuo e a uma temperatura moderada de aproximadamente 50 °C (+ 1 °C), por pelo
menos 24 horas. Apés este processo, a pureza de cada LI foi averiguada pelo espetro de
RMN de H e *3C e verificou-se estar de acordo com a pureza indicada pelos fornecedores.

O material necessario para a analise por SDS-PAGE inclui: solucdo de
acrilamida/bisacrilamida 40% obtida a partir da Bio-Rad (Hercules, CA, EUA);
tris(hidroximetil)aminometano, PA da Pronalab; dodecilsulfato de sodio, SDS, com
pureza superior a 98,5% (m/m) e glicina obtidos na Sigma-Aldrich; persulfato de amonio
(APS) e N,N,N',N'tetrametiletilenodiamina (TEMED) igualmente obtidos na Sigma-
Aldrich; 4x Laemmli Sample Buffer adquirido na Bio-Rad (Hercules, CA, EUA); solugéo
de DL-ditiotreitol 1M em agua, DTT, obtido na Sigma-Aldrich; azul brilhante de
Coomassie R sob a forma de pastilhas soltveis (nome comercial: PhastGel® Blue R)
adquirido na Sigma-Aldrich; etanol da Thermo Scientific Pierce (Rockford, IL, EUA);
acido acetico (CH3sCOOH) 100% puro glacial obtido na Merck; marcador Precision Plus
Protein™ Dual Color Standards foram adquiridos na Bio-Rad (Hercules, CA, EUA).

Para a quantificacdo das proteinas totais pelo método de Bradford, o Coomassie Plus

(Bradford) Protein Assay foi adquirido na Thermo Scientific Pierce.

2.3.2. Reagentes biologicos

Para os estudos do potencial de extracdo e otimizacao destes sistemas foi utilizada 1gG
humana para administracio terapéutica (nome comercial: Gammanorm®), adquirida
através da Octapharma, com as especificacdes anteriormente descritas.

A realizacdo dos estudos da potencialidade de extragéo e purificacdo dos sistemas em
estudo a partir da matriz real foi feita utilizando os sobrenadantes das culturas celulares
CHO DP-12, produzidos de acordo com o procedimento descrito no capitulo 2.1. desta
dissertacdo, tratando-se de uma matriz extremamente complexa contendo anticorpos anti-
IL-8.

O padréo de albumina de soro bovino (BSA) foi adquirido em ampolas, com uma

concentracdo de 2 mg/mL, através da Thermo Scientific Pierce.
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2.3.3. Procedimento experimental para a caracterizacéo do sistema

2.3.3.1. Determinagéao do diagrama de fase

Inicialmente, a curva binodal do diagrama de fase do sistema ternario PEG 3350 +
dextrano 500 kDa + H.O foi determinado, pois apesar de este ja se encontrar reportado
na literatura [132], pretendeu-se caracteriza-lo nas condigcdes exatas de trabalho (por
exemplo em termos de temperatura e pureza dos componentes utilizados). Assim, a curva
binodal foi determinada pelo método de titulagdo turbidimétrica a 25 °C (+x 1 °C) e a
pressao atmosférica [29]. Foram preparadas solu¢Ges aquosas de dextrano a 25% (m/m)
e de PEG a 50 % (m/m), e utilizadas para a determinacdo dos diagramas de fase. Foi
efetuada a adicdo repetitiva, e gota a gota, da solucdo aquosa dextrano a solucéo de PEG
até a detecdo de uma solucéo turva, correspondente a regido bifasica, seguida da adicéo
gota a gota de agua milli-Q ateé se detetar uma solucéo limpida, que indica a entrada na
regido monofasica [32]. Estas adicdes gota a gota foram realizadas perante agitacéo
constante. A composicdo dos sistemas ternarios foi determinada pela quantificacdo
gravimétrica de todos os componentes adicionados, com uma incerteza de + 10 g. Para
além deste método direto descrito, foi necessario recorrer a um método indireto de
obtencdo do diagrama, uma vez que pelo método anterior ndo foi possivel obter pontos
suficientes para tragar o diagrama. No método indireto, a Unica alteracdo introduzida no
procedimento € a adicdo repetitiva e gota a gota da solucdo aquosa do PEG a solucao
aquosa de dextrano até a detecdo de uma solucdo turva, seguida da adicéo gota a gota de
agua até se detetar novamente uma solucdo limpida.

As TLs foram determinadas por um método gravimétrico originalmente descrito por
Merchuk et al. [185]. Para tal, foram preparadas gravimetricamente misturas de PEG
3350 + dextrano 500 kDa + H20 na regiéo bifasica, e de seguida vigorosamente agitadas.
Para que ocorresse a separacdo das fases e a mistura atingisse o equilibrio, as mesmas
foram centrifugadas a 3500 rpm. durante um periodo de 30 minutos, numa centrifuga com
rotor de angulo fixo (Eppendorf). Apds a etapa de separacdo, ambas as fases de topo e de
fundo foram pesadas. Finalmente, cada TL foi determinada individualmente pela
aplicacdo da regra da alavanca que traduz uma relacéo entre o peso da fase de topo e a
composicao total do sistema. A curva binodal experimental foi ajustada primeiramente
utilizando a Equacéo 7 [185]:

[PEG] = Aexp[(B[dextrano]®®) — (C[dextrano]?)] (7)
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em que [PEG] e [dextrano] sdo, respetivamente, a percentagem massica de PEG e de
dextrano, e A, B e C sdo constantes obtidas pela regressao.

Para a determinacdo das TLs, resolveu-se o seguinte sistema constituido por quatro
equacdes (Equacdes 8 até 11) e quatro incognitas

([PEG]PEG' [PEG]dextrano' [dextrano]PEG € [dextrano]dextrano):

[PEG]pgc = Aexp[(B [dextrano]g’gc — (Cldextranol3z;)] (8)
[PEG] gextrano = Aexp[(B [dextrano]g‘esxtmno) — (Cldextranol? . trano)] 9)
[PEG]PEG = [PEGTm _ (%) [PEG]dextrano (10)

[dextrano]y

- (1?7“) [deXtrano]dextrano (ll)

As designagdes subscritas PEG, dextrano e M, representam a fase de topo, fase de fundo

[dextrano]pgs = =

e ponto de mistura, respetivamente. O parametro o representa a razdo entre a massa da

fase de topo e a massa total da mistura. A resolucdo do sistema referido anteriormente

permite-nos obter a concentracdo de PEG e de dextrano nas fases de topo e de fundo.
Finalmente, para o calculo das tie-line lengths (TLLs), foi aplicada a Equacao 12.

TLL = \/([dextranO]PEG - [dextrano]dextrano)z + ([PEG]PEG - [PEG]dextromo)2 (12)

2.3.4. Procedimento experimental para a extracédo de 1gG comercial

2.3.4.1. Preparacdo dos SAB

Inicialmente, foi necessaria a preparacdo da solucdo stock de 1gG comercial a uma
concentracio de 1 mg/mL, a partir da solucdo de 1gG Gammanorm® de concentragio 165
mg/mL, para posterior utilizacdo na formacdo de cada SAB.

A composicao das misturas quarternarias foram escolhidas com base no diagrama de
fase ternario do sistema PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H,O ja reportado na literatura
[132] e determinado nas condi¢Bes experimentais no capitulo 2.3.3. desta dissertacao.
Deste modo, SAB com uma massa final de 2 g foram preparados em eppendorfs através
da pesagem das quantidades apropriadas dos componentes a partir de solugdes stock de
50% (m/m) PEG 3350 e 25% (m/m) dextrano. A concentracdo de PEG e dextrano no
sistema foi de 7% e 5%, respetivamente, tendo sido estudadas diferentes concentractes
de cada LI. O carregamento da solucdo stock de IgG representou 30% da massa do
sistema, exceto nos brancos em que ndo foi adicionada qualquer quantidade de 1gG.

Finalmente, adicionou-se agua de modo a atingir a composicao final desejada para o
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sistema. Assim, as misturas foram preparadas gravimetricamente, com um erro associado
de = 10°® g, e vigorosamente agitadas com auxilio de um vortex (Ika). De forma a ser
atingido o equilibrio e garantindo a completa separacdo das fases, os sistemas foram
centrifugados a 3500 rpm. durante um periodo de 30 minutos (periodo de tempo
estabelecido em trabalhos de otimizagdo prévios), numa centrifuga com rotor de angulo
fixo (Eppendorf), permitindo o particionamento completo da 1gG entre as duas fases
coexistentes.

Em todas as misturas consideradas para este tipo de sistema e com as composi¢cdes
utilizadas, a fase aquosa rica em PEG é a fase superior, ao passo que a fase aquosa rica
em dextrano corresponde a fase inferior.

Seguidamente, os volumes foram determinados e as fases devidamente separadas,
utilizando uma micropipeta para a remocao das fases superiores e uma seringa de 2 mL
apropriada para a obtencdo da fase inferior. Ambas as fases foram posteriormente
analisadas, tendo sido quantificada a proteina presente em cada fase, e o coeficiente de
particdo, o rendimento e eficiéncia de extragéo e os respetivos desvios-padrdo foram ainda
determinados. O pH de ambas as fases coexistentes foi determinado a 25°C (£ 1°C) e 0
conteddo de 1gG presente em cada fase foi quantificado de acordo com os procedimentos

descritos anteriormente nos capitulos 2.2.3.2. e 2.2.3.3., respetivamente.

2.3.4.2. Determinacao dos coeficientes de particdo e rendimentos/eficiéncias de
extracdo da IgG

Os coeficientes de particdo da proteina, Kigs, foram determinados de acordo com a

Equacéo 13,
_  lgGlpec
KIgG - [19Gldextrano (13)

emque [1gG]lpec € [19G] dextrano rEPresentam a concentracgdo total da 1gG na fase aquosa
ricaem PEG e em dextrano, respetivamente. O rendimento de extracdo de I1gG para a fase

rica em PEG foi determinado através da Equacdo 14, abaixo mencionada,

%YIgG: [1gGlpEGXVPEG % 100 (14)

[9G]iniciaiXVinicial
em que [IgG]pee representa a concentragdo de IgG na fase aquosa rica em PEG,
[1gGliniciar YEPresenta a concentracdo de 1gG adicionada inicialmente a partir do stock
para a formacao do sistema, e 0s parametros Vpgg € Vinicia: Yepresentam o volume da fase
aquosa rica em PEG e o volume da solucdo stock adicionada ao sistema, respetivamente.

A eficiéncia de extracdo foi determinada através da Equacéo 15
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%EE]gG — [IgG]PEGXVPEG X 100 (15)

[19GlpEGXVPEGH [I9Gldextrano XV dextrano

emque [1gGlpgg € [19G] gextrano YEPresentam a concentracdo de proteina na fase aquosa
rica em PEG e dextrano, respetivamente, e 0s parametros Vpge € Viextrano representam
0 volume da fase aquosa rica em PEG e em dextrano, respetivamente. Possiveis
interferéncias do PEG 3350, do dextrano 500 kDa e dos varios LIs com os métodos
analiticos foram investigadas e ndo aparentaram ser consideraveis nas condigdes em que

se realizou o trabalho e dilui¢Ges efetuadas.

2.3.4.3. Determinacao dos coeficientes de particdo e eficiéncias de extracdo dos
Lls

Dado que os sistemas quaternarios tém também na sua composicdo LlIs, a propria
particdo de alguns dos LIs entre as fases coexistentes foi também estudada. Nesse sentido,
os LIs da familia dos imidazolios em estudo ([Csmim]ClI, [Csmim]Br e [Csmim][HSOa4])
foram quantificados em cada fase, atraves de espetroscopia UV, usando o Espetrometro
Spectramax 384 Plus da Molecular Devices (Sunnyvale, CA, EUA), sendo as leituras
efetuadas a 211 nm, dado que se trata do comprimento de onda de absor¢cdo méaxima para
0 anel aromatico imidazolio e tal como comprovado experimentalmente. Mais ainda, foi
estudada a particdo dos LIs [N1111]Cl, [Ch]Cl e [P444]Cl através da sua quantificacdo nas
duas fases coexistentes recorrendo a um Metrohm 904 Titrando equipado com um
elétrodo seletivo de cloretos, e por quantificacdo do anido cloreto (CI) constituinte de
cada IL, por relagcdo estequiométrica. As amostras das fases superior e inferior contendo
o LI foram diluidas 100 vezes em &gua ultra-pura milli-Q e solucdo TISAB (contendo
nitrato de potéassio 0,1 M, acido acético 0,1 M e acetato de sodio 0,1 M) de forma a manter
a forca ionica das amostras para posterior analise, com o auxilio do software Tiamo™ 2.3.
A leitura das amostras foi realizada em condicdes de agitacdo permanente, e com
intervalos de 5 minutos entre leituras, de forma a restabelecer a forca i6nica do elétrodo
emsolucdo TISAB. A concentracdo do anido cloreto (CI) foi posteriormente determinada
a partir de uma curva de calibracdo preparada de fresco a cada ensaio de quantificacéo, e
obtida utilizando KCI como padrédo. Os padrdes de CI" preparados variaram numa gama
de concentracdes compreendidas entre 0,1 e 100 mmol/L, tal como € possivel observar
na Figura C.1 do Anexo C, que representa o exemplo de uma curva de calibracéo obtida

utilizando este procedimento.
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O coeficiente de particdo de cada LI em cada sistema, K;;, foi determinado recorrendo

a Equacéo 16, abaixo apresentada.

KLI - [LI]PEG (16)

[LI ] dextrano

em que [LI]pge € [LI]gextrano YEPresentam as concentragdes de LI na fase aquosa rica
em PEG e na fase aquosa rica em dextrano, respetivamente. Também a eficiéncia de

extracdo de cada um dos LlIs foi determinada atraves da Equagao 17.

%EEL[ — [LI]PEGXVPEG X 100 (17)

[LIlpEGXVPEG+ [LI]gextrano XV dextrano

em que [LI]pgg € [L1] gextrano TePresentam a concentragdo de LI na fase aquosa rica em
PEG e dextrano, respetivamente, e 0s parametros Vpge € Viextrano fEPresentam a massa

da fase aquosa rica em PEG e em dextrano, respetivamente.

2.3.5. Procedimento experimental para a extracdo de IgG anti-IL-8 a partir de
sobrenadantes de culturas celulares CHO

2.3.5.1. Preparacédo dos SAB

Inicialmente, foi necessaria a producdo de anticorpos monoclonais anti-IL-8 atraves
de tecnologia celular mamifera de acordo com o procedimento apresentado no capitulo
2.1. desta dissertacdo. Os sobrenadantes das culturas celulares contendo os anticorpos
monoclonais foram entdo utilizados diretamente na preparacdo dos SAB de extracao,
constituindo assim a matriz real em estudo.

A composicdo das misturas quarternarias foram escolhidas tendo por base o0s
sistemas/condi¢cdes mais promissoras para a extracdo de 1gG resultantes do processo de
otimizacdo com IgG comercial. Deste modo, SAB com uma massa final de 2 g foram
preparados em eppendorfs através da pesagem das quantidades apropriadas dos
componentes a partir de solucdes stock de 50% (m/m) PEG 3350 e 25% (m/m) dextrano.
A concentracdo de PEG e dextrano no sistema foi de 7% e 5%, respetivamente, tendo
sido estudadas as diferentes concentragdes dos LIs que se revelaram mais promissoras. O
sobrenadante celular representou a percentagem maxima da massa do sistema com maior
quantidade de LI adicionado como adjuvante. Foram preparados brancos, em que néo foi
adicionada qualquer quantidade de sobrenadante. Finalmente, adicionou-se &gua de modo
a atingir a composicédo final desejada para os sistemas com menores quantidades de LlI.

Assim, as misturas foram preparadas gravimetricamente, com um erro associado de 10
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® g, e vigorosamente agitadas com auxilio de um vértex (Ika). De forma a ser atingido o
equilibrio e garantindo a completa separacdo das fases, os sistemas foram centrifugados
a 3500 rpm durante um periodo de 30 minutos (periodo de tempo estabelecido em
trabalhos de otimizacdo prévios), numa centrifuga com rotor de angulo fixo (Eppendorf),
permitindo o particionamento completo da IgG e das restantes impurezas proteicas entre
as duas fases coexistentes.

Em todas as misturas consideradas para este tipo de sistema e com as composigdes
utilizadas, a fase aquosa rica em PEG é a fase superior, ao passo que a fase aquosa rica
em dextrano corresponde a fase inferior.

Seguidamente, os volumes foram determinados e as fases devidamente separadas,
utilizando uma micropipeta para a remocao das fases superiores e uma seringa de 2 mL
apropriada para a obtencdo da fase inferior. Ambas as fases foram posteriormente
analisadas, tendo sido quantificada a 1gG e as proteinas totais presentes em cada fase, e 0
coeficiente de particdo, o rendimento e eficiéncia de extracdo da IgG e os respetivos
desvios-padrdao foram ainda determinados. O pH de ambas as fases coexistentes foi
determinado a 25 °C (= 1 °C) e o conteudo de IgG presente em cada fase foi quantificado
de acordo com os procedimentos descritos anteriormente nos capitulos 2.2.3.2. € 2.2.3.3.,

respetivamente.

2.3.5.2. Determinacao dos coeficientes de particdo e rendimentos/eficiéncias de
extracdo da IgG

Os coeficientes de particdo da proteina, Kigs, foram determinados de acordo com a
Equacdo 13, o rendimento de extracdo de IgG para a fase rica em PEG foi determinado
através da Equacdo 14, e a eficiéncia de extracdo foi determinada através da Equacao 15,
todas anteriormente descritas no capitulo 2.3.4.4. desta dissertacéo.

O coeficiente de particdo das impurezas proteicas em cada sistema, Kinpyrezas, fOi

também determinado recorrendo a Equacdo 18, abaixo apresentada.

[impurezas]|pgg

Kimpurezas = (18)

[impurezas]gextrano

em que [impurezas|pg; € [impurezas]gexrano 'TEPresentam as concentragoes de
impurezas proteicas totais na fase aquosa rica em PEG e na fase aquosa rica em dextrano,

respetivamente.
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Possiveis interferéncias do PEG 3350, do dextrano 500 kDa e dos LIs com 0s métodos
analiticos foram investigadas e ndo aparentaram ser consideraveis nas condigdes em que

se realizou o trabalho e dilui¢Ges efetuadas.

2.3.5.3.  Determinacao do nivel de pureza da I1gG

Uma vez que os sobrenadantes das culturas celulares CHO se tratam de uma matriz
real bastante complexa, contendo outras proteinas para além da IgG, torna-se relevante
calcular o nivel de pureza especifico da 1gG na fase rica em PEG ap0s a etapa de SAB.
Para isso sdo necessarios os dados da quantificacdo da IgG por cromatografia de afinidade
obtidos no capitulo 2.3.5.3. desta dissertacdo, e torna-se necessario quantificar as
proteinas totais presentes em cada fase (que inclui a IgG + impurezas proteicas).

Deste modo, a concentragédo das proteinas solUveis totais presentes em ambas as fases
coexistentes foi determinada pelo método de Bradford [186], utilizando o kit Coomassie
Plus da Pierce. Este método é baseado na observacéo de que o azul brilhante e Coomassie
G-250 pode apresentar duas cores diferentes, vermelho e azul. A sua forma vermelha é
convertida para a forma azul aquando da ligacdo da proteina ao corante, uma vez que esta
ligacdo causa a alteracdo do comprimento maximo de absorcéo do corante para 595 nm.
Os ensaios foram realizados em microplacas de poliestireno com 96 pocos, nas quais 200
uL do reagente de Coomassie foram adicionado a 50 puLL das amostras, brancos e solugdes
padrdo. De seguida, a placa foi agitada num agitador de microplacas durante um periodo
de 30 segundos e incubada durante um periodo de 10 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, as absorvancias foram determinadas a um comprimento de onda de 595 nm
num leitor de microplacas SPECTROstar® Nano da BMG Labtech. De modo a evitar
interferéncias do PEG, dextrano e LI no método, todas as amostras das fases superior e
inferior foram analisadas contra sistemas brancos, contendo a mesma composicdo das
fases mas sem a presenca de proteinas. Para além disso, foram efetuados ensaios
preliminares no sentido de otimizar a diluicdo das fases e de validar o método para a
quantificacdo das proteinas totais na presenca dos componentes do SAB.

A concentracdo das proteinas totais foi posteriormente determinada a partir de uma
curva de calibracdo preparada de fresco a cada ensaio de quantificacéo, e obtida utilizando
BSA como biomolécula-padrdo. Os padrdes de BSA preparados variaram numa gama de

concentragdes compreendidas entre 5 e 400 mg/L, tal como é possivel observar na Figura
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D.1 do Anexo D, que representa o exemplo de uma curva de calibragéo obtida utilizando
este procedimento.
Assim, o nivel de pureza da IgG em cada fase do sistema, %Pureza,,;, foi

determinado recorrendo a Equacédo 19, abaixo apresentada

— _ 9G]
%Pureza,gG = m (19)

em que [IgG] e [Proteinas] representam as concentragdes de 1gG e das proteinas totais

na fase, respetivamente.

2.3.6. Avaliacdo da integridade/estabilidade da IgG apds a etapa de extragao

2.3.6.1.  Avaliacéo do perfil proteico

De forma a avaliar e confirmar a extragéo seletiva da 1gG face as restantes impurezas
proteicas dos sobrenadantes das culturas celulares, bem como a integridade e manutencéo
do peso molecular da proteina, apds cada etapa de quantificacdo, foi investigado o perfil
proteico das fases aquosas coexistentes. Assim, os perfis de distribuicdo proteica por
ambas as fases dos sistemas em estudo foram investigados por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), de modo a avaliar qualitativamente a presenca e
distribuicdo relativa de 1gG e das restantes impurezas proteicas por ambas as fases.

As amostras foram preparadas e diluidas em tampéo de carregamento contendo 62,5
mM Tris-HCI pH 6,2, 2% SDS, 0,01% azul de bromofenol e 10% glicerol, e desnaturadas
em condicdes redutoras através da adi¢do de 0,1 M DTT e de uma etapa de aquecimento
da amostra a 100°C durante um periodo de 5 minutos. Assim, para um volume final de 50
uL, foram adicionados 25 puL de tampao de carregamento, 5 uL de DTT e 20 uL de
amostra da fase. Um volume de 20 pL de cada amostra diluida foi carregado num gel de
poliacrilamida (stacking gel: 12% T, 3,3% C; gel resolvente: 4% T, 3,3% C), preparado
a partir de uma solucdo stock 40% acrilamida/bisacrilamida (29:1 com um tampao de
corrida cuja composicdo inclui 25 mM Tris-HCI, 192 mM glicina e 0,1% (m/v) SDS a
pH 8,3. Utilizou-se um padrdo de pesos moleculares de proteinas para 0 SDS-PAGE,
Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-rad). Os géis foram coradas com um
procedimento habitual de coloracdo, em solucdo aquosa contendo azul brilhante de
Coomassie R-250 0,1% (m/v), etanol 30% (v/v), acido acético 10% (v/v) e agua, num

agitador orbital e a uma velocidade moderada, durante o tempo necessario a uma
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temperatura de 40°C. Os geis foram descorados através da sua lavagem numa solucéo
contendo acido acético a 10% (v/v), etanol a 30 % (v/v) e &gua, hum agitador orbital a
uma velocidade moderada, até ao desaparecimento da cor de fundo do gel e & temperatura
ambiente. Posteriormente, os géis foram armazenados em agua milli-Q A temperatura
ambiente. Finalmente, as imagens digitais dos géis foram adquiridas através de um
densitometro calibrado GS-800 (Bio-rad) e todos os géis foram analisados utilizando a

ferramenta de analise Quantity One 4.6 (Bio-rad).

2.3.6.2. Determinacdo do ponto isoelétrico (pl) das proteinas

O pl das proteinas presentes na IgG Gammanorm, nos sobrenadantes das culturas
celulares CHO DP-12, e nas fases superior e inferior dos sistemas mais promissores foi
determinado por focagem isoelétrica (IEF) num aparelho de eletroforese PhastSystem™
da Pharmacia/GE Healthcare. Para tal, foi utilizado um gel horizontal IEF PhastGel® 3-9
com 50x46x0,45 mm da GE Healthcare. Este gel trata-se de um gel de poliacrilamida
homogéneo pré-fabricado (5% T e 3% C) contendo 2-6% de Pharmalyte® como anfélitos
de transporte. Pharmalyte® gera gradientes estaveis e lineares de pH com condutividade
uniforme em toda a gama de pH, permitindo forcas de campo superiores a 500 V/cm para
separacOes de elevada resolugdo. Cada corrida demorou 500 Vh (aproximadamente 30
minutos). A etapa de pré-focagem demorou cerca de 10 minutos. O marcador de pls
utilizado foi o kit Broad Pi (3-10) da GE Healthcare, contendo os seguintes componentes:
amilglucosidase (pl=3.50); vermelho metilo (pl=3.75); inibidor da tripsina (pI=4.55); -
lactoglobulina A (pl=5.20); anidrase carbdnica bovina B (pl=5.85); anidrase carbonica
humana B (pl=6.55); banda &cida da mioglobina (pl=6.85); banda basica da mioglobina
(p1=7.35); lectina lentil acidica (pl=8.15); lectina lentil media (pl=8.45); lectina lentil
béasica (pl=8.65) e tripsinogénio (pl=9.30). Os géis foram corados por coloracdo com
nitrato de prata, envolvendo varias etapas, nomeadamente: fixacdo em solugédo 20% (m/v)
acido tricloroacético durante 5 minutos a 20°C; lavagem em solucdo 50% (v/v)
etanol/10% (v/v) acido acético durante 2 minutos a 50°C; lavagem em solucéo 10% (v/v)
etanol/5% (v/v) acido acético durante 6 minutos a 50°C; sensibiliza¢do em solucéo 8,3%
(m/v) glutaraldeido durante 6 minutos a 50°C; lavagem em solucdo 10% (v/v) etanol/5%
(v/v) acido acético durante 8 minutos a 50°C; lavagem com agua milli-Q durante 4
minutos a 50°C; colorag¢do com nitrato de prata em solucdo 0,5% (m/v) de nitrato de prata

durante 10 minutos a 40°C; lavagem com agua milli-Q durante 1 minutos a 30°C;
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desenvolvimento da coloragdo em solugdo 0,015% (v/v) formaldeido/2,5% (m/v)
carbonato de sddio durante 5 minutos a 30°C; finalmente, de forma a parar a reacéo,
sujeita-se o gel a um banho numa solugdo 5% (v/v) de acido acético durante 5 minutos a
50°C. Posteriormente, as imagens digitais dos géis foram adquiridas através de um
densitometro calibrado GS-800 (Bio-rad) e todos os géis foram analisados utilizando a

ferramenta de andlise Quantity One 4.6 (Bio-rad).

2.3.6.3.  Avaliacao da estabilidade da estrutura secundaria da 1gG

A estabilidade estrutural e analise da estrutura secundaria da proteina foi avaliada para
alguns dos sistemas/condigdes mais promissoras para a extracdo de 1gG e para as
condi¢des menos favoraveis, quando aplicavel (de acordo com o espetro de absorcéo do
LI em causa), por dicroismo circular (DC). Os estudos de DC foram realizados através de
um espetropolarimetro Applied Photophysics PiStar-180 (Leatherhead, Reino Unido),
com uma unidade de controlo de temperatura Peltier (Melcor MTCA). O porta-amostras
utilizado foi uma cuvete de quartzo Suprasil da Hellma Analytics, com um percurso 06tico
de 0,1 cm.

As medicbes foram realizadas na zona Far-UV (198-250 nm) do espetro
eletromagnético e consistiram numa acumulagdo de 10 espetros com uma constante de
tempo de 1 segundo e uma velocidade de aquisicdo de 1 nm/s. A largura de banda do
monocromador foi configurada para 5 nm e o Peltier configurado para 25°C. Assim,
foram obtidos os espetros para cada uma das amostras controlo, preparadas em agua ultra-
pura milli-Q e em tampao 50 mM de fosfato com uma concentracao de IgG de 1 g/L, e
posteriormente foram obtidos os espetros das fases superiores dos sistema em estudo,
tendo estes sido corrigidos com o branco correspondente (amostra sem proteina). Sempre
que necessario, as amostras foram diluidas de forma a que o potencial elétrico do
equipamento ndo ultrapassasse 0s 1000 V e causasse danos no sistema ético.

Para cada caso, a concentracdo exata de proteina presente na amostra foi determinada
através da lei de Beer-Lambert, determinando a absorvancia das amostras a 280 nm por
espetrofotometria-UV, com um espetrofotdmetro Hitachi U-200, e considerando o
coeficiente de extingdo molar da IgG & = 21000 M*-cm™ e um percurso 6tico da célula |
=0,1cm.

Os dados de DC sdo apresentados sdo em unidades de elipticidade molar
(deg-cm?/dmol), considerando a massa molecular (MM) da IgG MM = 150000 g/mol [24]

59



e 772 residuos de amino&cidos presentes na sua estrutura primaria (informacéo retirada
do website Protein Data Bank (http://rcsb.org/pdb); codigo PDB-ID para a 1gG humana:
1HZH).

2.3.6.4. Avaliagdo da estabilidade da estrutura terciaria da 1gG

A anélise da estabilidade da estrutura terciaria da proteina foi avaliada para alguns dos
sistemas/condi¢cGes mais promissoras para a extracao de 1gG e para as condigdes menos
favoraveis, para as quais a estrutura secundaria foi igualmente estudada, por
espetroscopia de fluorescéncia. Estes estudos forma conduzidos num espetrémetro de
fluorescéncia Varian Cary Eclipse, da Agilent Technologies, com uma geometria de 90°.
O porta-amostras utilizado foi uma cuvete de fluorescéncia, com um percurso 6tico de 1
cm.

As amostras controlo (H20 ultra-pura milli-Q + 1gG e PBS (50 mM) + IgG) e as
amostras provenientes dos SAB (fases superiores dos sistemas PEG + dextrano + 1gG e
PEG + dextrano + LI + 1gG) foram diluidas 1:10 com &gua ultra-pura milli-Q, antes de
serem analisadas no espetrofotdmetro de fluorescéncia.

A excitacdo das amostras foi realizada a 280 nm (excitacao dos residuos de triptofano
e tirosina) atraves de uma fenda de 5 nm de largura, a emissdo foi registada nos
comprimentos de onda compreendidos entre 290 nm e 500 nm, através de uma fenda de
5 nmde largura, e 0 ganho do fotomultiplicador foi definido em modo elevado. A resposta
do instrumento em cada comprimento de onda foi corrigida automaticamente de acordo
com as indicacdes do fabricante. O valor de intensidade da fluorescéncia a cada
comprimento trata-se do valor médio de 3 repeticdes da leitura da mesma amostra. Apos
a obtencdo dos espetros finais de cada amostra, estes foram corrigidos tendo em
consideracdo o espetro do branco respetivo. Para além disso, os valores das intensidades
obtidas sdo altamente dependentes da concentracdo de proteina na amostra, e uma vez
que a quantidade de proteina presente em cada amostra foi variavel (uma vez que nas
amostras provenientes dos SAB ha que ter em consideracéo a parti¢do variavel da proteina
pelas fases coexistentes), todos os espetros foram normalizados relativamente ao valor
méaximo de intensidade obtido de forma a evitar discrepancias resultantes da concentracao

de anticorpo na amostra.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Producio de anticorpos monoclonais anti-I11.-8

Um dos objetivos iniciais desta tese passou pela producgéo de anticorpos monoclonais
através de linhas celulares animais, mais especificamente através de células CHO. Deste
modo, o0s anticorpos monoclonais anti-inteuleucina-8 humana (anti-1L-8) foram
produzidos por uma linha celular CHO DP-12, que foi caracterizada e estudada ao longo
das varias passagens.

Inicialmente, foram desenvolvidos estudos morfoldgicos das células CHO DP-12
utilizadas neste trabalho, tendo a sua morfologia sido estudada em varios momentos,
nomeadamente imediatamente apds a passagem celular e ao longo dos 4 dias de cultura,
antes da passagem seguinte. Os resultados das imagens microscépicas obtidas para
ilustrar a sua morfologia, encontram-se apresentados na Figura 10, sendo possivel
observar diferentes ampliagdes da cultura para uma melhor compreensao e observagéo
dos detalhes abaixo discutidos.

De facto, é possivel constatar alteracdes na forma das células ao longo do tempo de
cultura. Apds a passagem celular, tal como apresentado na Figura 10 (A) e (B), é possivel
constatar que as células apresentam uma forma arredondada/esférica e que se encontram
em suspensdo no meio de cultura, sob a forma de célula Unica (single-cell). Contudo,
verifica-se que ao longo do tempo de cultura (Figura 10), estas células adquirem uma
morfologia em forma de fibroblastos, isto €, com uma forma mais alongada. Mais ainda,
as células aderem ao fundo do frasco T, tratando-se de uma cultura de células aderentes,
tal como se observa ja no fim do tempo de cultura, na Figura 10 ().

A sua adesdo e consequente alteracdo morfoldgica pode ser explicada pela presenca
de fatores de adesdo celular habitualmente presentes nos meios que contém soro, fatores
estes que medeiam importantes interacdes bidirecionais entre as células e a matriz
extracelular e que, por isso mesmo, apresentam um papel crucial na migracdo celular,
proliferacdo e determinacdo do destino da célula [187]. Esta regulacdo reciproca e
dinamica dos processos intracelulares € mediada por recetores de membrana, como € o
caso das integrinas, bem como de outros componentes que compde o0 adesoma, como por
exemplo caderinas e moléculas de adesao celular [188, 189]. Assim, a presenca de fatores
de adesdo da matriz extracelular no meio de cultura, como a fibronectina e a vitronectina

[190], levaram possivelmente & proliferacdo destas células aderidas ao frasco T.
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Dia 0

Dia 1

Dia 3

Dia 4

Figura 10 — Evolucéo da morfologia das células CHO DP-12 ao longo dos 4 dias de cultura num meio 25%
DMEM/ 75% ProCHO™5: (A) e (B) — dia 0 (apés a passagem celular), ampliada 100x e 400x
respetivamente; (C) e (D) — dia 1, ampliada 100x e 400x respetivamente; (E) e (F) — dia 2, ampliada 100x
e 200x respetivamente; (G) e (H) — dia 3, ampliada 100x e 200x respetivamente; (1) e (J) — dia 4, ampliada
100x e 400x respetivamente.
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Apobs um dia de cultura estes fendmenos ja sdo observaveis, uma vez que através da
Figura 10 (D) constata-te a existéncia de varias células j& em forma de fibroblasto
aderidas ao plastico do fundo do frasco T, o que ndo se verificava no dia da passagem
celular (Figura 10 (A)). No entanto, grande parte das células encontram-se ainda com uma
forma arredondada, tratando-se em alguns casos de células que ainda ndo aderiram ao
frasco T por ainda ndo terem interatuado com os fatores de adesdo presentes no meio, e
noutros casos de células que ja ndo irdo aderir nem alterar a sua forma ou que
simplesmente ndo se encontram viaveis. O mesmo comportamento € verificado, de uma
forma geral, para o segundo dia de cultura (Figura 10 (E) e (F)). Ja no terceiro dia,
verifica-se que a cultura se tornou bastante confluente, existindo um grande nimero de
células aderidas ao frasco T e com a forma tipica de fibroblasto. Finalmente, no quarto
dia de cultura, a principal diferenca denotada centra-se na elevada confluéncia da cultura
(Figura 10 (1)). Contudo, é importante salientar a presenca de alguns conjuntos de células
com uma forma esférica em determinados locais da cultura, tal como se pode observar na
Figura 10 (J). Tal situagéo pode ser resultado da elevada confluéncia da cultura, uma vez
que devido a falta de espaco, algumas das células acabam por se soltar do fundo do frasco
T, sofrendo, consequentemente, uma mudanca de conformacao para uma forma esferica,
mesmo continuando a tratar-se de células aderidas. Para além disso, algumas das células
esféricas que sdo ainda visualmente detetaveis, podem tratar-se de células que néo
aderiram ao frasco e se tornaram inviaveis, ou de células suspensas que de alguma forma
sofreram adaptacdo e aquisicdo preferencial dos fatores que compde 0 meio sem soro
(ProCHO™5) que constitui 75% do meio de cultura utilizado. Para uma melhor
compreensdo deste fendmeno, torna-se relevante perceber quais as principais diferencas
que seriam observaveis na cultura na presenca de um meio exclusivamente sem soro.
Assim, se 0 meio de cultura utilizado fosse constituido apenas por ProCHO™5, seria
expectavel a obtencdo de uma cultura em suspensdo, constatando-se a presenca de alguns
pequenos agregados de células em forma de agregados tridimensionais (3D). Uma vez
gue 0 meio sem soro ndo possui o conteddo proteico do FBS, é quase que desprovido de
fatores de adesdo, que promovem a adesdo das células a superficie do frasco de cultura.
Para além disso, a acdo das integrinas pode ser anulada por inibidores presentes no meio
ProCHO™5, que ¢ habitualmente utilizado na formulacdo de meios de cultura para células
CHO que crescem em suspensdo, e em que, consequentemente, ndo ha interesse em
fomentar a sua adesdo. Este fendmeno de inibicdo ja foi descrito e € tipicamente

acompanhado através da marcacdo do sitio de ligacdo ao ligando, através da utilizacao de
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anticorpos, péptidos ciclicos, desintegrinas, peptidomiméticos e outras pequenas
moléculas antagonistas [191]. Deste modo, possivelmente pelos motivos discutidos
anteriormente e pela auséncia de associacdes especificas entre as células e os fatores da
matriz, verificar-se-ia a intensificacdo das interacfes célula-célula e a sua consequente
proliferagdo em suspensdo, em forma de agregados 3D. Por tudo isto, torna-se intuitivo
que a minoria das células da cultura em estudo que se tenham adaptado preferencialmente
aos fatores deste tipo de meio, sejam as células arredondadas suspensas que se perpetuam
ao longo do tempo da cultura, e que acabaram por ser eliminadas, juntamente com as
células ndo viaveis, por centrifugacdo antes da passagem celular subsequente.

Seguidamente, a proliferagéo celular da cultura CHO DP-12 foi estudada ao longo de
seis passagens, determinando-se pardmetros respeitantes ao crescimento celular e a
producéo dos anticorpos de interesse.

De uma forma geral, tendo em consideragéo os valores da densidade celular obtidos
apos cada passagem, e que se encontram representados graficamente na Figura 11, é
possivel constatar dois momentos distintos durante a expansao celular: até a terceira
passagem, a densidade celular mantém-se aproximadamente constante, em valores
compreendidos entre 4,33x10° e 4,65x108 células/mL; a partir da quarta passagem, ocorre
um crescimento da densidade celular em cerca de 2 milhdes de células/mL, para valores

compreendidos entre 6,53x10° e 6,62x10° células/mL.
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Figura 11 — Proliferacéo das células CHO DP-12 num meio 25% DMEM/ 75% ProCHO™5, avaliada em
termos da sua densidade e viabilidade celular durante a expansao da cultura celular em frascos T ao longo
de 6 passagens.

Para além disso, apesar de a viabilidade celular se ter mantido bastante elevada em

todas as passagens (superior a 95%), é possivel constatar que acompanhou a tendéncia da
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densidade celular nas primeiras 3 passagens, atingindo um maximo a quarta passagem,
com uma viabilidades celulares superiores em 3 pontos percentuais, comparativamente
com a primeira passagem. Contudo, desde a quarta até a sexta passagem verifica-se um
decréscimo continuo em termos de viabilidade celular. Este facto faz todo o sentido, tendo
em consideragcdo que nestas passagens a densidade celular era maior, o que pode ter
consequentemente levado a uma mais rapida deplecdo de nutrientes (como por exemplo
glucose e glutamina) e a acumulagdo de metabolitos (como por exemplo lactato e
amonia), causando um decréscimo mais precoce da viabilidade celular. Deste modo, é
possivel concluir que a partir da quarta passagem as células ndo sé conseguiram aumentar
a sua sobrevivéncia comparativamente com as primeiras passagens, uma vez que 0
nimero de células viaveis aumentou, como também aumentaram a sua reproducao,
justificado pelo aumento de densidade celular.

No sentido de avaliar e caracterizar a cultura celular quanto ao seu metabolismo, na
Figura 12 apresentam-se os dados referentes a sua produtividade ao longo das varias
passagens, expressa em pg de IgG anti-1L-8 produzido por célula por cada dia de cultura
e o pH do meio em cada passagem. A produtividade variou assim entre 4,11x10° pg/dia
e 7,79x10° pg/dia, observando-se uma vez mais, um padrdo crescente neste parametro

ao longo das vérias passagens.
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Figura 12 — Proliferacéo das células CHO DP-12 num meio 25% DMEM/ 75% ProCHO™5, avaliada em
termos da sua produtividade e pH do meio durante a expansdo da cultura celular em frascos T ao longo de
6 passagens.

A partir da quarta passagem, a produtividade manteve-se aproximadamente constante,
0 que significa que a partir desta passagem, as células atingiram um plateau de

estabilidade e consequentemente, comecaram a apresentar uma produtividade especifica
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para a IgG aproximadamente constante. Para além disso, verifica-se em todos os casos
um valor de pH inferior a 7, e compreendido no intervalo [6,55 — 6,78], causado pela
acumulacdo de 4acido latico proveniente do metabolismo celular, que promove a
acidificagdo do meio extracelular. De facto, na sexta passagem em que se verifica a
produtividade mais elevada alcangada, também se verifica o valor de pH mais baixo. Este
facto pode estar relacionado com um aumento na taxa metabdlica das células, uma vez
que j& se encontravam bem adaptadas ao meio, que justifica o aumento da producéo de
IgG por célula, bem como do &cido latico resultante do seu metabolismo.

Relativamente a concentracdo de anticorpo, uma vez que tanto a densidade celular
como a produtividade das células aumentam ao longo das véarias passagens, torna-se
intuitivo que o mesmo aconteca com o anticorpo tal como é possivel verificar na Figura
13 abaixo apresentada. Em média, a concentracdo de IgG anti-IL-8 obtida por
sobrenadante foi de 75,28 + 28,70 mg/L. De facto este valor apresenta um desvio-padréo
bastante elevado dado que nas primeiras duas passagens a concentracdo de anticorpo
obtida foi bastante menor do que a concentragao obtida nos sobrenadantes resultantes das
ultimas passagens. Uma vez mais, este fendmeno pode ser justificado pela adaptacdo das
células ao meio que ocorre gradualmente ao longo das passagens, e em que embora
inicialmente o maior interesse das células seja o de adaptarem-se, sobreviverem e de
reproduzirem-se, ap0s a sua adaptacdo comecam a produzir maiores quantidades de

anticorpo como resultado de atingirem o seu normal metabolismo.
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Figura 13 — Produgdo de anticorpos monoclonais 1gG anti-IL-8, por células CHO DP-12 num meio 25%
DMEM/ 75% ProCHO™5, expressa em concentracdo de anticorpo produzido (mg/L) durante a expanséo
da cultura celular em frascos T ao longo de 6 passagens.
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Fazendo uma analise integrada de todos estes dados referentes a cultura celular em
estudo, é possivel denotar assim um periodo de sobrevivéncia e adaptacdo ao meio e as
condi¢des de cultura por parte das células, nas primeiras passagens ap0s 0 Seu
descongelamento. Durante as primeiras trés passagens, esta adaptacdo foi mais notéria
uma vez que a densidade celular apresentou-se mais baixa, sofrendo um incremento
consideravel a partir da quarta passagem, significando que a partir desta, as células, para
além da sua sobrevivéncia, comecaram a garantir também a sua reproducdo. Apenas apos
terem a sua sobrevivéncia/reproducdo garantida, é que estas comecam a produzir e
excretar para o meio extracelular de forma mais notdria os anticorpos monoclonais anti-
IL-8, atingindo concentracOes superiores a 100 mg/L. Consequentemente, esta situagdo
traduz-se num crescimento gradual da produtividade da cultura ao longo do tempo,
encontrando-se de acordo com o aumento da densidade celular e da concentracéo de 1gG
verificado nessas condi¢des. A gama de concentracdes de 1gG obtidas ao longo das véarias
passagens (31 — 103 mg/L) é comparavel a gama de concentracdes ja reportada na
literatura (41 — 91 mg/L) para 0 mesmo tipo de cultura com células CHO DP-12 em
expansdo num meio num meio 25% DMEM/ 75% ProCHO™5 [192].

Uma vez que a concentracdo maxima de anticorpos obtida neste trabalho foi ainda
superior a0 maximo reportado em trabalhos anteriores [192], € possivel concluir que a
cultura celular foi estabelecida com sucesso para a producdo de anticorpos monoclonais
anti-1L-8, sem que se tenha verificado a desintegracdo do plasmideo que codifica para o
anti-1L-8 do genoma das céelulas CHO DP-12 ao longo das passagens, visto ndo se ter
verificado um decréscimo abrupto na concentracdo de IgG produzida nem na
produtividade da cultura. Assim sendo, apds o periodo de adaptacdo da cultura pds-
congelamento, foi possivel a obtencdo de sobrenadantes das culturas celulares bastante
semelhante e uniformes no que concerne a sua consisténcia e composi¢do quantitativa de
anticorpos monoclonais e das restantes impurezas proteicas, que foram posteriormente

utilizados nas etapas seguintes de processamento apresentadas nesta dissertacao.

3.2. Caracterizacao dos stocks de IgG

Antes de iniciar os estudos referentes ao processamento a jusante dos anticorpos, 0s
sobrenadantes das culturas celulares CHO contendo a IgG foram caracterizados, de modo

a estabelecer uma avaliacdo dos componentes da matriz real em estudo neste trabalho,
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bem como da pureza da IgG nos sobrenadantes, uma vez que as propriedades quimicas e
fisicas das proteinas sdo decisivas no comportamento de particdo das proteinas em SAB.

Deste modo, a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi a
técnica selecionada para a caracterizacdo qualitativa da pureza da amostra, uma vez que
é possivel identificar as bandas referentes a proteina de interesse e as restantes impurezas
proteicas, sendo que, quando corados com azul de Coomassie, a intensidade das bandas
é proporcional a concentracdo da proteina a que a banda se refere. Assim, a Figura 14
ilustra o perfil proteico das diferentes soluc¢des stock contendo 1gG que foram utilizadas
ao longo desta dissertacdo, nomeadamente a solucdo de 1gG pura Gammanorm e 0s

sobrenadantes das culturas celulares CHO DP-12.
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Figura 14 — SDS-PAGE de um gel 12% T e 3% C, corado com azul de Coomassie, carregado com as
seguintes amostras: Po¢o 1 —marcador de peso molecular; Pogo 2 — IgG pura Gammanorm 1 g/L; Pogo 3
— sobrenadante proveniente de uma cultura celular CHO DP-12. A posi¢do das cadeias pesadas (50 kDa) e
das cadeias leves (25 kDa) da IgG encontram-se destacadas e indicadas na regido a direita do gel.

Tal como foi referido anteriormente na seccdo 1.3.1. desta dissertacdo, os anticorpos
sdo compostos por duas cadeias pesadas idénticas com aproximadamente 50 kDa cada, e
duas cadeias leves idénticas com cerca de 25 kDa cada uma. Apds a analise eletroforética
da solucdo de IgG pura Gammanorm, representada no segundo poco do gel da Figura 14,
é possivel confirmar, de facto, a presenca de duas bandas a esses pesos moleculares,

referentes a IgG presente nessa solucao.
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No terceiro pogo, correspondente ao sobrenadante de uma cultura celular CHO DP-
12, produzido durante o processamento a montante dos anticorpos monoclonais, cujos
resultados foram discutido na sec¢do 3.1. deste documento, é possivel uma vez mais
constatar a presenca de duas bandas a 50 kDa e 25 kDa referentes aos anticorpos anti-1L-
8 produzidos e excretados pelas células em cultura. E ainda importante destacar uma outra
banda com elevada intensidade, referente a uma proteina com um peso molecular de cerca
de 70 kDa, sendo portanto, a impureza maioritaria da IgG nos sobrenadantes das culturas
celulares. A proteina em causa trata-se da albumina de soro bovina (BSA), cujo peso
molecular é de 66,5 kDa, e de facto, a BSA é o componente maioritario do FBS
suplementado no meio de cultura [135]. Para além disso existem vérias outras impurezas
proteicas igualmente presentes no sobrenadante, com pesos moleculares a variar entre,
aproximadamente, 37 kDa e 150 kDa. Estas impurezas apresentam duas origens
possiveis/provaveis. Em primeiro lugar, resultam da utilizagdo do DMEM suplementado
com FBS no meio de cultura, que para além da albumina também contém, por exemplo,
insulina (peso molecular = 5,8 kDa) e transferrina (peso molecular = 80 kDa) que
apresentam especial relevancia ao nivel do transporte de nutrientes e sdo facilitadoras do
metabolismo celular [88, 89]. A segunda origem provavel para estas impurezas refere-se
as proprias celulas mantidas em cultura e sdo designadas de proteinas da célula hospedeira
(HCP), que podem ser excretadas pela célula hospedeira para 0 meio extracelular, ou
entdo podem ser libertadas para o sobrenadante através da lise celular [193].

Finalmente, uma vez que as caracteristicas fisicas/quimicas intrinsecas as
biomoléculas sdo predominantes no seu comportamento de particdo num sistema aquoso
bifasico [2], e em particular o pH desempenha uma enorme influéncia nesse
comportamento, procedeu-se a determinacdo do ponto isoelétrico (pl) das proteinas
presentes nas solucdes stock em estudo. Na Figura 15 é possivel observar o gel resultante
da focagem isoelétrica (IEF) da solugdo de IgG pura Gammanorm e dos sobrenadantes
das culturas celulares CHO DP-12.

Através da focagem isoelétrica apresentada na Figura 15 é possivel constatar que a
IgG pura Gammanorm ndo apresenta apenas um pl, mas sim uma gama de pontos
isoelétricos que variam, de forma aproximada, entre 7 e 9,3. Isto acontece devido a
natureza policlonal desta solucéo de 1gG, que apresenta diferentes proporc¢des de 1gG1 /
1gG2 / 1gG3 / 1gG4 na sua composicdo. Contrariamente a 1IgG Gammanorm, a 1gG
produzida pelas culturas celulares CHO DP-12 em estudo apresenta uma natureza

monoclonal, uma vez que se trata especificamente de um anticorpo anti-1L-8. Nesse

69



sentido, no gel de IEF verifica-se a presenca de apenas uma banda para este anticorpo,
correspondente a apenas um valor de pl de aproximadamente 9,3.
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Figura 15 — Gel de focagem isoelétrica (IEF) 5% T e 3% C, corado com nitrato de prata e carregado com
as seguintes amostras: Pogo 1 — marcador de pontos isoelétricos; Pogo 2 — IgG pura Gammanorm; Pogo 3
— sobrenadante proveniente de uma cultura celular CHO DP-12.

De facto, o pl da anti-1L-8 produzida por culturas de células CHO DP-12 ja havia sido
reportado anteriormente na literatura [192], e efetivamente o valor de pl determinado
neste estudo/condi¢cdes permite corroborar o valor ja publicado [192]. Assim sendo, uma
vez que este anticorpo apenas apresenta um pl, € mais suscetivel a alteracGes drasticas
em termos de comportamento de particdo nos SAB com pequenas variacdes de pH, nas
condicdes de extracao, do que a IgG Gammanorm, que por apresentar uma gama de pls
apresenta-se menos propicia a essas alteragdes drasticas na sua particdo. Mais ainda, é
possivel constatar que as restantes proteinas presentes nos sobrenadantes das culturas
celulares apresentam pls acidicos, e em particular a albumina apresenta um pl de 4,7
[135], ao contrario da IgG anti-IL-8 que tem um pl basico, facto este que podera
apresentar-se vantajoso para efeitos de extracdo seletiva da anti-IL-8 ao nivel do
processamento a jusante.

Deste modo, foi entdo possivel caracterizar as solugdes stock contendo 1gG, que foram

posteriormente utilizadas na otimizacdo do processo de purificagdo dos anticorpos.
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Através da analise do seu perfil proteico foi possivel concluir que, sempre que presente,
a lgG apresenta duas bandas caracteristicas a 50 kDa e 25 kDa, e ainda que a sua impureza
proteica maioritaria nos sobrenadantes das culturas celulares, a albumina, apresenta uma
banda caracteristica por volta dos 70 kDa. Mais ainda, no sentido de aprofundar a
caracterizagdo da biomolécula de interesse neste trabalho, foi também determinado o pl
da IgG em ambas as solugdes, concluindo-se que a IgG pura Gammanorm devido a sua
natureza policlonal apresenta um espetro de pls compreendido entre [7 — 9,3], enquanto
que o anticorpo monoclonal 1gG anti-1L-8 apresenta um pl de aproximadamente 9,3.
Estas informagdes apresentam-se extremamente relevantes para uma melhor
compreensdo dos fendmenos inerentes ao processamento a jusante da IgG que foi
estudado de seguida, permitindo ainda fornecer informacdes relativamente ao tipo de
alteracdes que podem ser introduzidas nas condigdes de trabalho (nomeadamente em
termos de pH e de forga ionica) de forma a melhorar a extracao da IgG e aumentar o nivel
de pureza da proteina.

3.3. Sistemas quaternarios PEG + Fosfato + H,O + LI

A primeira etapa relativa ao estudo do processamento a jusante dos anticorpos por
meio de SAB consistiu na pesquisa de novos sistemas compreendendo a integracdo de
LIs, passiveis de serem explorados na particdo seletiva da 1gG. Nesse sentido, tornou-se
intuitiva a exploracao inicial de SAB do tipo polimero-sal, uma vez que se trata de um
tipo de sistemas bastante viaveis e preferenciais considerando a sua aplicacdo a nivel
industrial, essencialmente devido aos reduzidos custos associados a utilizacdo de sais
inorganicos convencionais, baixa viscosidade, reduzido tempo de separacdo das fases
coexistentes e a possibilidade de reciclar ambos os componentes (o polimero e o sal) [2].

O polimero adotado para este trabalho foi 0 PEG 3350, um polimero ndo-carregado
que apresenta inUmeras vantagens na sua utilizacdo em processos que envolvam
proteinas, uma vez que apresenta um efeito estabilizador da conformacdo das mesmas
[139], aliado a uma baixa toxicidade, facil manuseamento e ao facto de ser relativamente
acessivel em termos econdmicos [194]. A solucdo salina consistiu numa solucédo tampao
de fosfato originada a partir de KoHPO4/NaH2PO4, uma vez que se tratam de sais pouco
dispendiosos e que nos permitem obter um sistema tamponizado, mantendo-o ao pH
fisiologico (de aproximadamente 7). Relativamente aos LIs a utilizar como adjuvantes

nestes sistemas, a estratégia utilizada para a sua sele¢do passou pela utilizacdo de Lls de
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diferentes familias, com o anido cloreto (CI) em comum, uma vez que este ja foi
introduzido com sucesso neste tipo de sistemas, sob a forma de NaCl, tendo levado a
obtencéo de resultados promissores em termos de aumento de seletividade [135]. Neste
sentido, foram entdo selecionados dois diferentes LIs: um LI da familia dos imidazolios
— [Csmim]Cl — e um LI derivado da familia dos amdnios — [N1111]CI.

Posto isto, foram entdo desenvolvidos ensaios de otimizagdo do processo de extragdo
de 1gG a partir de uma solugédo stock de IgG pura com uma concentracdo de 1 g/L,
utilizando este tipo de sistemas quaternarios. Em todas as condicGes testadas, a
concentracdo de PEG e de fosfato do ponto de mistura foram mantidas em comum, tendo
sido estudadas trés concentracdes diferentes de cada LI, nomeadamente 1, 5 e 10%. Neste
sentido, os pontos de mistura selecionados para a extracdo de 1gG pura Gammanorm

encontram-se apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Pontos de mistura estudados com vista a extracdo de 1gG com o sistema ternario controlo PEG
3350 + fosfato + H,O e com os sistemas quaternarios PEG 3350 + fosfato + H,O + L.

Ll [PEG] [Fosfato] [Solucdo 1gG] [L1] [H20]
% (m/m) % (m/m) % (m/m) % (m/m) % (m/m)
Sistema ternario PEG 3350 + fosfato + solugdo stock 1gG
x 12 10 30 - 48
Sistema quaternario PEG 3350 + fosfato + LI + solugdo stock 1gG
1 47
[Camim]CI
12 10 30 5 43
[N1111]ClI
10 38

Na Figura 16, pode observar-se 0 aspeto macroscopico dos sistemas de extracdo com
a composicdo descrita na Tabela 5. Tal como se pode constatar através da andlise da
imagem, ndo se verificou a formacao de qualquer fase sélida de proteina precipitada e/ou
desnaturada. Deste modo, em todos os sistemas estudados foi possivel a particdo de IgG
pelas duas fases aquosas, pelo que todos estes SAB foram utilizados nas analises
subsequentes.

Um aspeto importante a referir, o facto de a razdo volumétrica do sistema alterar-se
com o aumento da concentracdo de LI adicionado, e que aparenta ser altamente
dependente do LI utilizado. De facto, no que concerne ao [Csmim]Cl, é possivel constatar
um aumento gradual da fase superior do sistema a medida que a concentracdo de LI no
sistema aumenta, chegando esta fase a representar mais do dobro do volume da fase

inferior correspondente.
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Sem LI [Comim]Cl 1%  [Cumim]CI 5% [C;mim]Cl 10%  [N111a]C11%  [N313]CI5%  [N10,]C110%

Razdo
Volumétrica | 1:102  1:1,06 1:1,61 1:2,27 1:0,88 1:0,82 1:08 |

FI:FS

Figura 16 — Aspeto macroscdpico dos sistemas PEG + fosfato + H,O, com diferentes concentracdes de LI
como adjuvante, que permitiram a formacdo de SAB apropriados a particdo da 1gG. A razdo volumétrica
das fases coexistentes (fase inferior — FI; fase superior — FS) encontra-se indicada na barra azul, e a interface
do sistema encontra-se realgada com um circulo descontinuo vermelho.

O comportamento oposto é verificado para o sistema com [N1111]CIl, no qual se
constata um aumento do volume da fase inferior na presenca de LI quando comparado
com o sistema controlo (sem LI). No entanto, 0 aumento da concentracdo de LI neste caso
ndo aparenta ter uma grande influéncia na alteracdo da raz&o volumétrica do sistema, o
que indicia que a estrutura e natureza quimica do LI tem uma maior relevancia do que a
sua concentracdo. Estas observacdes sugerem que a adicdo de LIs ao sistema PEG +
fosfato promove a alteracdo do equilibrio termodindmico do sistema, induzindo a
alteracdo do proprio diagrama de fases. Este comportamento encontra-se concordante
com investigacdes anteriores ja reportadas na literatura [14], dado que nesse trabalho, a
adicdo de pequenas quantidades de Lls derivados do catido imidazolio a sistemas
polimero-sal, promoveram alteracbes substanciais na curva binodal do sistema,
aumentando a sua capacidade de formacdo de SAB. Naturalmente que a alteragdo do
diagrama de fases acarreta consigo a alteracdo da tie-line em que o ponto de mistura em
estudo se insere, e consequentemente a composicdo das fases superior e inferior do
sistema também serd diferente em cada situacéo.

Ap0s a separacao de ambas as fases aquosas coexistentes dos sistemas de extracéo, foi
estudado o comportamento de particao da IgG no sistema controlo sem LI e nos sistemas
com diferentes concentracfes de LI (1, 5 e 10%), no sentido de avaliar a sua eficiéncia
no que concerne a extracdo seletiva da IgG para a fase superior rica em PEG de cada
sistema. Os dados obtidos para os rendimentos de extracdo e eficiéncias de extracdao, bem
como 0s respetivos desvios-padrdo encontram-se representados na Figura 17, e 0s

coeficientes de particdo com os desvios-padréo inerentes encontram-se representados na
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Figura 18. Investigou-se ainda os valores de pH de cada fase do sistema, uma vez que se

trata de um pardmetro extremamente relevante na particdo das biomoléculas em SAB,

encontrando-se esses resultados igualmente representados em cada um dos graficos.
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Figura 17 — Rendimentos de extracéo e eficiéncias de extracdo da IgG nos SAB quaternarios PEG + fosfato
+ H,0 + LIs em estudo, e respetivos valores de pH na fase superior (FS) e na fase inferior (FI). * significa
que o rendimento e eficiéncia de extracdo de IgG para a FS é negligenciavel, e portanto, impossivel de ser

determinada experimentalmente.
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Figura 18 — Coeficientes de parti¢do da 19G nos SAB quaternérios PEG + fosfato + H,O + LIs em estudo,
e respetivos valores de pH na fase superior (FS) e na fase inferior (FI). * significa que a quantidade de IgG
que particiona para a FS é negligenciével, e portanto, impossivel de ser determinada experimentalmente.

Tal como se pode constatar através da analise da Figura 17, de uma forma geral,

atingiram-se rendimentos de extracdo da proteina até 6,73% para fase rica em PEG. Este
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valor méximo de extragdo foi obtido para o sistema contendo 10% de [Csmim]ClI, sendo
que o menor rendimento de extragdo foi verificado igualmente para 0 mesmo LI numa
concentracdo de 1%. Mais ainda, é possivel constatar uma concordancia entre 0s
rendimentos de extragdo e as eficiéncias de extracdo de todos os sistemas em estudo, dado
que se obtiveram valores préximos para ambos os parametros e que, individualmente,
representam a mesma tendéncia relativa a extracao da 1gG para a fase superior. Para além
disso, o coeficiente de particho da 1gG para a fase superior variou entre 0,00 e
aproximadamente 0,03. Assim sendo, é possivel concluir que, uma vez que o coeficiente
de particdo € muito menor que 1 em todas as condicdes estudadas, a IgG particiona-se
preferencialmente para a fase inferior dos sistemas — a fase rica em fosfato — sendo esta
informacdo reiterada pelos baixos rendimentos de extragdo/eficiéncias de extragdo
relativamente a fase superior dos sistemas. Um parametro que também € importante ser
referido, € o pH a que este estudo foi conduzido, que variou nas préprias fases dos varios
sistemas entre, sensivelmente, 6,7 e 7,1, apesar de se ter adicionado o tampéo fosfato a
pH 7 como constituinte do SAB. O facto de se utilizar este tampdo de fosfato como phase-
forming compound demonstra-se essencial para que ndo se atinjam valores superiores ao
pl da proteina de interesse (1gG) que possui 0 seu pl a volta de 9 como foi discutido no
capitulo anterior, e simultaneamente ndo se atinjam valores inferiores ao pl das principais
impurezas proteicas, que sdo de uma forma geral mais acidicos, de forma que a proteina
de interesse e as restantes impurezas apresentem cargas opostas (positiva e negativa,
respetivamente). No entanto, a presenca de LIs leva a ligeiras oscilacées do pH devido a
presenca de grupos dadores e aceitadores de protdes nas suas estruturas quimicas.
Através da analise integrada dos resultados para os dois LIs em estudo, é possivel
constatar um comportamento/tendéncia diferente para cada uma das situacées, e que é
interessante ser explorado. No que diz respeito ao [Csmim]Cl, com a adi¢do de apenas
1% de LI, a concentracdo de IgG na fase superior do sistema encontra-se abaixo do limite
de detecdo do proprio método de quantificacdo, o que significa que a sua presenca nesta
fase € negligenciavel. Este fendmeno encontra-se em concordancia com o valor do
coeficiente de particdo obtido, o que significa que a totalidade da proteina migra para a
fase inferior rica em fosfato. Com a adicdo de 5% de LI, embora seja possivel extrair
0,34% da proteina, este valor continua aquém dos 0,59% de 1gG extraido com o sistema
controlo (sem adicdo de LI). Surpreendentemente, apenas com 10% deste LI é possivel
constatar uma melhoria consideravel em termos de rendimento de extracdo

comparativamente com o sistema controlo, traduzindo-se esta situacdo num consequente
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aumento do coeficiente de particdo. No que diz respeito ao [N1111]Cl, é possivel verificar
que, em todas as concentragOes estudadas, o rendimento de extracdo manteve-se
aproximadamente constante, oscilando apenas entre 1,59% e 1,73% (valores que se
encontram dentro do erro experimental associado as medicGes). Tal situacdo traduz-se
ainda num coeficiente de particdo de aproximadamente 0,02 para todas as condicoes
estudadas. Deste modo, é possivel concluir que no caso do [N1111]Cl a estrutura quimica
do proprio LI aparenta ter a maior influéncia no que concerne a manipulacdo da afinidade
da 1gG para a fase superior, ndo sendo relevante a quantidade de LI adicionado ao sistema
uma vez que se obtiveram rendimentos de extracdo comparaveis em todas as situagdes.
Contudo, o efeito do [Csmim]CI parece ser mais dependente da sua concentragcdo no
sistema do que da sua estrutura quimica, uma vez que com baixas concentrag¢fes do LI a
quantidade de proteina na fase superior do sistema é negligenciavel, e apenas com a
adicdo de 10% deste LI se consegue manipular favoravelmente a particdo da 1gG. Tal
como havia sido referido anteriormente, ap6s a analise da Figura 16, a fase superior dos
sistemas com [N1111]CI é sempre menor que a fase inferior, mesmo com a concentracéo
mais baixa de LI testada, o que significa que se obtém sempre uma fase superior rica em
PEG mais concentrada, e consequentemente mais hidrofobica. A IgG trata-se de uma
proteina com um carécter hidrofobico, resultante do facto de 14% dos atomos de
superficie corresponderem a residuos hidrofébicos, e ainda do facto de se tratar de uma
proteina grande, com uma elevada massa molecular, que torna o seu caracter hidrofébico
ainda mais pronunciado [135]. Deste modo, 0 aumento do rendimento de extracéo da IgG
para a fase superior nos sistemas com este LI pode ser resultado essencialmente de
interacdes hidrofobicas e eletrostaticas que se estabelecem entre a proteina e 0s
componentes da fase superior do sistema. No caso do [C.mim]Cl, o aumento do
rendimento de extracdo da IgG para a fase superior relativamente ao sistema controlo é
possivelmente devido ao estabelecimento de interagdes eletrostaticas e interagdes w7
entre o anel aromatico do catido do LI em questdo e 0s aminoacidos aromaticos presentes
na estrutura primaria da 19gG. Uma vez que se tratam de interac6es diretamente realizadas
entre o LI e a proteina, estas permitem justificar que apenas com a condi¢do em que existe
maior quantidade de LI no sistema é possivel obter um aumento consideravel ao nivel do
rendimento/eficiéncia de extracdo, sendo esse aumento ainda superior ao verificado para
o outro LI em estudo.

Apesar de ter sido possivel melhorar/aumentar a particdo da IgG para a fase superior

em determinadas condicGes/sistemas estudados neste capitulo, ndo foram obtidos
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resultados promissores o suficiente que permitissem avangar com o estudo deste tipo de
sistemas constituidos por outros LIs, ou mesmo testar a sua capacidade de extracdo de
purificacdo de 1gG a partir da matriz real (sobrenadantes das culturas celulares). Apesar
de os SAB do tipo polimero-sal ja se terem revelado seletivos para a IgG, através da
adicdo de um eletrolito ao sistema (15% de NaCl) [135], no estudo aqui conduzido ndo
foi possivel demonstrar a mesma potencialidade com a utilizacdo de LIs. De facto, uma
vez que os LlIs sdo constituidos por um catido organico de elevadas dimensfes, ha uma
maior dispersdo da carga ionica, comparativamente com 0s sais inorganicos
convencionais. Assim, Vvisto que 0s sistemas em estudo séo caracterizados pela presenca
de uma fase inferior salina, a adi¢do dos LIs (que apresentam uma maior dispersao da
carga) tem uma menor forga capaz de induzir uma manipulagéo significativa da particdo
da 1gG num sistema com um contetdo elevado de sais convencionais, que apresentam a
carga do catido concentrada num ido inorganico de menores dimensées. Provavelmente,
apenas com concentracdes extremamente elevadas de LI é que seria possivel constatar
um efeito notdrio em termos de aumento de seletividade para a fase rica em PEG. Por
tudo isto, ndo se prosseguiu com o estudo destes SAB, ndo tendo sido utilizados em

analises subsequentes.

3.4. Sistemas quaternarios PEG + Dextrano + H>O + LI

Uma vez que os SAB polimero-sal, em particular os constituidos por PEG + fosfato,
ndo se revelaram adequados para a extracdo de IgG, tal como discutido na seccdo 3.3.
desta dissertacao, e tendo em consideracdo os problemas ambientais inerentes a utilizacao
de sais de fosfato, o foco deste estudo voltou-se entdo para um outro tipo maioritario de
SAB: 0s SAB polimero-polimero. Para este efeito, foram estudados SAB constituidos por
dois polimeros diferentes — PEG e dextrano — uma vez que se tratam dos componentes
mais utilizados nas separacfes bioguimicas envolvendo duas fases aquosas. Assim, a
estratégia passou por efetuar-se um estudo alargado de varios LlIs de diferentes familias,
utilizando-os como adjuvantes neste tipo de sistemas polimero-polimero, no sentido de

estudar o seu efeito na manipulacdo do comportamento de particdo da IgG neste sistemas.

3.4.1. Caracterizacdo do sistema em estudo

Uma vez selecionados os componentes que definem os SAB em estudo, procedeu-se

inicialmente a obtencdo do diagrama de fases do sistema ternério de referéncia PEG 3350
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+ dextrano 500 kDa + H-O, seguindo a estratégia pratica de desenvolvimento de um
processo de extracdo baseado em SAB descrita na literatura [2]. A obtengéo do diagrama
de fases deste sistema é de extrema relevancia, uma vez que nos permite avaliar a
influéncia dos diferentes parametros do sistema na capacidade de formacao de duas fases
aquosas. Embora ja se encontre reportado na literatura o diagrama de fases de um sistema
semelhante, diferindo apenas ligeiramente no peso molecular do PEG, que é de 3400 Da,
torna-se importante caracterizar e definir o sistema nas condicdes de trabalho em que este
foi desenvolvido, uma vez que as mais pequenas diferencas, por exemplo em termos de
temperatura e do peso molecular e/ou pureza dos reagentes, levam a ligeiras alteragoes
do diagrama. Assim, para além de caracterizarmos o sistema adequadamente, também é
possivel descriminar a composicao exata de cada uma das fases que constituem o SAB
de extracdo, através da determinacdo da TL do ponto de mistura, para além da vantagem
adicional de nos permitir ter o sistema muito bem determinado experimentalmente (com
muitos pontos experimentais a definirem a curva binodal), tratando-se de um requisito
indispensavel para uma eventual e posterior concentracdo da fase superior do sistema
atraves da manipulacéo do ponto de mistura ao longo de uma determinada TL de extracéo.

Posto isto, foi entdo determinado o diagrama de fases dos polimeros em estudo, PEG
3350 com dextrano 500 kDa e agua, a 25°C (+ 1 °C), a pressao atmosférica e sem controlo
de pH. O respetivo diagrama de fases deste sistema ternario encontra-se representado na
Figura 19, e os dados experimentais das fracdes massicas encontram-se apresentados no
Anexo E (Tabela E.1). No sistema em estudo, a fase de topo corresponde a fase aquosa
rica em PEG, enquanto que a fase de baixo é maioritariamente constituida por dextrano.
Na Figura 6, a curva binodal é apresentada em unidades de fragdo massica, para que haja
um melhor entendimento da sua apeténcia para formar sistemas do tipo liquido-liquido
com vista a sua aplicacdo do ponto de vista biotecnoldgico. Para o sistema em estudo, 0s
dados experimentais da curva binodal foram ajustados pela Equacdo de Merchuk
(Equacao 7), os parametros da regressdo foram estimados pelo método da regressao dos
minimos quadrados, e 0s seus valores e correspondentes desvios-padrdo (o) estdo
apresentados na Tabela 6. O coeficiente de correlacéo para o sistema em estudo apresenta-
se ligeiramente inferior ao que seria pretendido, devido a elevada viscosidade dos
polimeros em estudo, que dificultam e induzem a introducéo de erros essencialmente
associados as pesagens. Apesar disso, foi possivel efetuar um ajuste aos dados
experimentais, e esta mesma correlacdo pode ser utilizada para prever os dados de uma

dada regido do diagrama de fase da qual ndo existem resultados experimentais
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disponiveis. Mais ainda, os dados das tie-lines experimentais (TLs) e 0s respetivos

comprimentos de tie-line (TLLs) encontram-se descritos na Tabela 7, e estas encontram-

se igualmente representadas na Figura 19. De um modo geral, as TLs séo

aproximadamente paralelas, como seria expectavel.
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Figura 19 — Diagrama de fases do sistema ternario constituido por PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H,O,
a 25 °C (x 1 °C), a pressdo atmosféerica e ao pH do sistema: curva binodal (¢); TLs (A); ajuste da curva
binodal pela Equacédo 7 (-).

Tabela 6 — Pardmetros de correlacdo utilizados para descrever os dados experimentais da curva binodal
pela Equacdo de Merchuk.

Sistema
PEG 3350 +
dextrano 500
kDa + H20

Axo

C % o (x10%)

RZ

10,79 = 0,21

-0,237 = 0,011

4,22 +1,16

0,9609

Tabela 7 — Dados experimentais das TLs e TLLs para o sistema PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H0.

Composi¢do em termos de fragdes massicas (% (m/m))
Sistema [PEG] | [dextrano] | [PEG] | [dextrano] | [PEG] | [dextrano] TLL
PEG PEG M M dextrano dextrano
PEG 3350 7,32 2,67 6,55 4,99 4,89 9,97 7,69
* 8,76 0,77 7,28 4,92 3,81 14,67 14,76
dextrano
8,81 1,10 7,01 5,09 4,10 13,37 13,00
500 kDa
+ 10,08 0,08 8,01 5,06 3,56 15,81 17,03
H.O 10,60 0,01 8,54 5,05 2,89 18,92 20,43
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Finalmente, procedeu-se a tentativa de determinar o diagrama de fases dos sistemas
derivados de LlIs, constituidos por LI e por cada um dos polimeros em estudo, PEG 3350
+ LI + H2O e dextrano 500 kDa + LI + H2O, a 25 °C (z 1 °C), a pressdo atmosférica e
sem controlo de pH. Para tal, estudou-se a capacidade do [Csmim]Br formar SAB com
cada um destes polimeros isoladamente, uma vez que se trata de um LI bastante
hidrofébico pois é constituido por um catido aromatico com duas cadeia alquilicas, e pelo
anido Br- que apresenta um menor valor de basicidade de ligacdo de hidrogénio
(parametro ) comparativamente com o anido CI amplamente estudado neste trabalho. O
parametro 3 dos LIs é um pardmetro solvatocrémico que define a capacidade de um dado
LI aceitar protdes, e encontra-se fortemente dependente do anido que constitui 0 mesmo.
Desta maneira, este fator reflete a capacidade do anido de um LI para aceitar protdes e
estabelecer pontes de hidrogénio. Neste sentido, 0s anides que apresentam valores de 3
menores, apresentam menos sitios recetores de protdes e consequentemente apresentam
menor capacidade de estabelecer pontes de hidrogénio com a agua, pelo que permitem
mais facilmente a formacdo de SAB. De facto, o valor dos B é maioritariamente
dependente do anido do LI, e para os LIs derivados do catido 1-butil-3-metil-imidazdlio
estes seguem o seguinte ranking: CI" (0,95) > Br (0,87) [195]. Assim, 0 anido Br é o
mais hidrofébico uma vez que apresenta 0 menor valor do parametro [. Para além disso,
foi demonstrado anteriormente que é a hidrofobicidade do anido LI ou a sua capacidade
de formar pontes de hidrogenio com a agua que controla a formacdo de SAB [172].
Contudo, ndo foi possivel formar os sistemas constituidos por PEG 3350 + [Csmim]Br +
H20 nem por dextrano 500 kDa + [Csmim]Br + H>O, sendo possivel concluir que nédo é

possivel estabelecer SAB compostos por LIs e pelos polimeros em estudo isoladamente.

3.4.2. Extracdo de IgG pura/comercial

Apos a definicdo/caracterizacdo do SAB de referéncia nas condi¢Bes de trabalho,
foram iniciados 0s ensaios de otimizagdo do processo de extracdo de IgG a partir de uma
solucdo stock de 1gG pura/comercial com uma concentracdo de 1 g/L, utilizando este tipo
de sistemas polimero-polimero com a presenca de LIs como adjuvantes. Em todas as
condicdes testadas, a concentracdo de PEG e de dextrano do ponto de mistura foram
mantidas em comum, de forma a apenas avaliar o efeito das diferentes concentracdes de
LI em cada sistema, evitando discrepancias nos rendimentos de extracdo resultantes das

diferencas em termos da composi¢do em polimeros entre sistemas. Foram estudadas trés
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concentragdes diferentes de diferentes LIs, nomeadamente 1, 5 e 10%, sendo que 0s
pontos de mistura selecionados para a extracdo de IgG pura Gammanorm encontram-se

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Pontos de mistura estudados com vista a extragdo de 1gG com o sistema ternario controlo PEG
3350 + dextrano 500 kDa + H,O e com os sistemas quaternarios PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H,0 +
LI

[Solucéo
L [PEG] [dextrano] 9G] [Li [H20]
% (m/m) % (m/m) J % (m/m) % (m/m)
% (m/m)

Sistema ternario PEG 3350 + dextrano 500 kDa + solugéo stock 1gG

X 7 5 30 - 58

Sistema quaternario PEG 3350 + dextrano 500 kDa + LI + solucéo stock 1gG

[N1111]ClI
[Nas44]CI 1 57
[P1444] Cl

[Cs-4mpy]CI
[Ch]CI 7 5 30 5 53
[Ch]Ac

[Camim]CI
[Camim][HSO4] 10 48
[Camim]Br

Na Figura 20, pode observar-se 0 aspeto macroscopico dos sistemas de extragdo com
a composicao descrita na Tabela 8. Tal como se pode verificar através da analise da
imagem, de uma forma geral ndo se verificou a formacdo de qualquer fase sélida de
proteina precipitada e/ou desnaturada que impedisse a particdo de 1gG pelas duas fases
aquosas. Contudo, € importante destacar a formacao de uma camada sélida intermédia de
proteina precipitada nos sistemas com 10% de [P44]Cl e com 1%, 5% e 10% de
[Camim][HSO4], sendo que com este dltimo LI, em todas as condi¢des verifica-se
também o aparecimento de alguns depdsitos de proteina precipitada no topo e no fundo
do eppendorf. Assim, mesmo sendo possivel prever que estas condicdes ndo sejam
apropriadas para a extracdo e posterior purificacdo de 1gG, uma vez se verificou a
formacdo de duas fases aquosas, estes sistemas ndo foram descartados nesta etapa e
prosseguiu-se com a sua utilizacdo no processo de otimizacdo dos sistemas de extracao
liquido-liquido. Deste modo, uma vez que em todos o0s sistemas estudados foi possivel a
particdo de 1gG pelas duas fases aquosas, todos 0s SAB representados na Figura 20 foram

utilizados nas analises subsequentes.
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Sem LI [Nuu]C' [N1154]CI [Ny115]CI [NaaaalCl [NaaaalCl [Nagaald  [PaaaalCl  [PaaaslCl  [PagaqlCl
5% 10% 1% 5% 10% 1% 5% 10%

I >r

Razdo

Volumétrica | 1:1,92  1:220 1:225 1:1,87 1:263 1:273 1:2,80 1:290 1:347 1:375
FI:FS

Sem LI [C4-8mpy]Cl [C4-4mpy]Cl [C4-4mpy]C [Ch]Cl [Ch]Cl [Ch]CI [Ch]Ac [Ch]Ac [Ch]Ac
1% 5% 10% 1% 5% 10% 1% 5% 10%

Razdo

v°|ume’trica[ 1:1,92  1:244 1:2,63 1:2,63 1:222 1:217 1:2,15 1:2,26 1:2,02 1:1,64
FI:FS

Sem LI [Camim]Cl  [Camim]Cl  [C;mim]CI [c,mlm][HSO,,] [C,,mlml[HSOJ [c,,mlm][HSO.] [Csmim]Br [C;mim]Br [C;mim]Br
% 5% 10% 1% 5% 10%

Razdo
Volumétrica | 1:1,92  1:224 1:233 1:269 1:217  1:242 1:222 1:261 1:273 1:2,78 |

FI:FS

Figura 20 — Aspeto macroscépico dos sistemas PEG + dextrano + H,O, com diferentes concentragdes de
LI como adjuvante, que permitiram a formagao de SAB apropriados a particdo da IgG. A razdo volumétrica
das fases coexistentes (fase inferior — FI; fase superior — FS) encontra-se indicada na barra azul, e a interface
do sistema encontra-se realgada com um circulo descontinuo vermelho.

Um aspeto importante a referir, € o facto de, uma vez mais, a razdo volumétrica do
sistema alterar-se com a adicdo de LI, e que aparenta ser altamente dependente do LI
utilizado e da sua concentracdo. Estas observacdes encontram-se de acordo com as
descritas no capitulo anterior, provando que a adicdo de pequenas quantidades de LI a
SAB constituidos por dois polimeros também promove uma alteracdo do equilibrio de
fases. Mais ainda, é possivel constatar que foi possivel formar sistemas de duas fases
aquosas com todos os LIs nas diferentes concentracGes testadas. Uma vez que nédo é
possivel formar SAB ternarios constituidos apenas por LI e pelos polimeros isolados (isto
é, sistemas PEG 3350 + LI + H>O ou por dextrano 500 kDa + LI + H,O) como discutido
anteriormente, torna-se extremamente vantajosa a utilizacéo dos LIs como adjuvantes nos

sistemas convencionais PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H>O, uma vez que foi possivel
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formar este tipo de sistemas quaternarios utilizando os LIs como adjuvantes, incluindo
assim nestes sistemas as vantagens intrinsecas dos LIs, que de outra forma ndo poderiam

ser aproveitadas com a utilizacdo destes polimeros.

3.4.2.1. Efeito do catido do LI

Inicialmente, o efeito da adicdo de LIs com diferentes catibes ao SAB polimero-
polimero para a particao de 1gG foi determinado utilizando LIs com o anido cloreto (CI")
fixo em comum entre todos eles, combinado com os seguintes catides: [Ch]*, [Camim]™,
[Paaas]*, [Ca-4mpy]*, [N1111]" € [Naaasa]". Para tal, todos os LIs foram adicionados a 1%
(m/m) ao sistema PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H>O, permitindo assim inferir acerca
do efeito do ndcleo do catido e do comprimento das cadeias laterais alquilicas dos LIs no
comportamento de particdo da IgG.

Os dados obtidos para os rendimentos de extracdo e coeficientes de particdo, com
indicacdo dos respetivos desvios-padrdo encontram-se representados na Figura 21 e na

Figura 22, respetivamente.
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Figura 21 — Rendimentos de extracdo da 1gG (%Y 4c) nos SAB quaternérios formados por PEG + dextrano
+ H,0 + 1% de diferentes LIs derivados do anido cloreto.

Tal como é possivel verificar atraves da analise da Figura 21, em todos 0s casos
estudados, a adicdo de uma pequena quantidade de LI (apenas 1%) permite manipular e
aumentar a extracdo de 1gG para a fase superior rica em PEG. Assim, o rendimento de
extracdo de 1gG dos varios SAB decresce na seguinte ordem de catides dos Lls: [Cs-
4mpy]* > [Nasaa]” = [N1111]* = [Camim]* > [Ch]" = [Pasas]”. O LI derivado do catido
piridinio apresenta-se assim como o LI que permite a obtencdo de maiores rendimentos

de extracdo de 1gG para a fase superior. Pelo contrério, os derivados da colina e do
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fosfonio levaram aos resultados menos promissores em termos de rendimentos de
extracdo. Para além disso, é possivel denotar diferentes apeténcias para a extracéo de 1gG
para a fase rica em PEG por parte dos tetra-alquilamonios e do tetra-alquilfosfonio, uma
Vez que 0s amanios apresentam uma maior apeténcia do que o fosfonio. Assim, podemos
concluir que o aomo central do catido aparenta ter alguma influéncia no processo de
extracdo. No entanto, ndo se verificam diferengas substanciais em funcdo do
comprimento da cadeia alquilica lateral (de metil para butil) entre os tetra-alquilaménios
estudados. Estes resultados permitem concluir que as interacfes dispersivas ocorridas
entre os catides do LI e os grupos alquilicos orientados para o exterior da proteina nao

séo relevantes para a particao de I1gG.
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Figura 22 — Coeficientes de particdo da 1gG (Kig) nos SAB quaternarios formados por PEG + dextrano +
H.O + 1% de diferentes LIs derivados do anido cloreto.

Os coeficientes de particdo da proteina nos sistemas apresentados na Figura 22 também
refletem, de uma forma geral, este comportamento, uma vez que no sistema controlo sem
adicdo de LI o valor de K € inferior, indicando que a proteina migra preferencialmente
para a fase inferior do sistema, rica em dextrano, e com a adicdo de LI verifica-se ndo s
um aumento deste coeficiente de particdo como uma inversdo do comportamento de
particdo da biomolécula, uma vez que, para todos os casos, o valor de K é ligeiramente
superior a 1, o que indicia uma particdo preferencial da 1gG para a fase superior do
sistema, a fase rica em PEG. De facto, no sistema controlo, em que ndo ha adicdo de LI,
a fase rica em PEG é a fase mais hidrofébica, pelo que as proteinas (incluindo a 1gG) que
sdo biomoléculas hidrofilicas, apresentam uma maior afinidade para a fase mais
hidrofilica, que é neste caso a fase rica em dextrano. Com a adicdo de uma pequena
quantidade de LI ha efetivamente uma manipulacdo em termos da polaridade das fases

que aparenta ter uma grande influéncia no comportamento de particdo da proteina.
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3.4.2.2. Efeito do anido do LI

Seguidamente, foi avaliado efeito da adicdo de LIs com diferentes anides ao SAB
polimero-polimero original, de modo a avaliar o efeito da natureza do LI na extracéo de
IgG. Para tal, o estudo foi conduzido com LlIs constituido pelo catido [Ch]* combinado
com os anibes ClI" e [Ac], e ainda por LlIs constituidos pelo catido [Csmim]™ combinado
com os anides CI', Br e [HSO4]". Todos os LIs foram adicionados a 1% (m/m) ao sistema
PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H20, permitindo assim inferir acerca do efeito dos
diferentes anibes no comportamento de particao da IgG.

Os dados obtidos para os rendimentos de extragdo e coeficientes de partigdo, com
indicacdo dos respetivos desvios-padrdo encontram-se representados na Figura 23 e na

Figura 24, respetivamente.
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Figura 23 — Rendimentos de extracdo da 1gG (%Y 4c) nos SAB quaternarios formados por PEG + dextrano
+ Hy0 + 1% de diferentes LIs derivados dos catides [Ch]* e [Csmim]*.
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Figura 24 — Coeficientes de parti¢do da IgG (Kigs) nos SAB quaternarios formados por PEG + dextrano +
H,O + 1% de diferentes LIs derivados dos catides [Ch]* e [Csamim]*.
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Tal como é possivel verificar através da analise da Figura 23, em todos 0s casos
estudados, exceto para a condigdo de 1% de [Csmim][HSO4], a adi¢éo de apenas 1% de
L1 ao sistema polimero-polimero original favorece a extracéo de IgG para a fase rica em
PEG. A diminuicdo do rendimento associada ao sistema com 1% de [Csmim][HSO4]
deve-se, possivelmente, a perda do anticorpo devido a sua precipitacdo que € visivel
macroscopicamente na Figura 20. De acordo com os resultados obtidos, o rendimento de
extracdo da 1gG para a fase superior dos sistemas segue as seguintes tendéncias em termos
dos anides que compdem o LI: [Ac]" > ClI- e CI" > Br >> [HSO4]", para os catides [Ch]" e
[Camim]*, respetivamente. Em todas as situacdo, com a exce¢do [Csmim][HSO4], ha
entdo um aumento do rendimento de extragdo para valores superiores a 70%
(correspondente ao valor aproximado do SAB controlo, no qual ndo ha adicdo de qualquer
L1). Mais ainda, esta tendéncia encontra-se concordante com o valor de 3 dos LIs em
questdo. Como foi referido anteriormente, o parametro 3 dos LIs é um parametro
solvatocromico que define a capacidade de um dado LI aceitar protdes, ou doar um par
eletronico numa ligagédo de hidrogénio soluto-solvente [195, 196]. De facto, os LIs com
os anides CI e Br sdo os que apresentam uma basicidade de ligacdo de hidrogénio mais
elevada (CI (0,95) > Br (0,87) [195]), o que reflete a sua elevada polaridade ou afinidade
para a agua. Uma vez que com os dois LIs contendo estes anides verifica-se um aumento
do rendimento de extracdo da 1gG, significa que, pelo menos com 1% de LI, estabelecem-
se ligacbes de hidrogénio especificas que possivelmente apresentam uma influéncia
positiva no mecanismo de extracdo da 1gG nestas situacdes. Este comportamento permite
corroborar os resultados de investigacOes realizadas anteriormente [23] com a utilizacéo
do anido CI" na forma de sal inorganico NaCl, em que com a utilizacdo de 150 mM deste
sal, os autores conseguiram aumentar para 84% a extracéo de 1gG, uma vez que a presenca
de sal cria um potencial elétrico entre as duas fases que pode conduzir as proteinas para
uma ou outra fase, de acordo com a sua carga [135]. No entanto, com os resultados obtidos
neste trabalho verifica-se ser possivel atingir resultados comparaveis aos reportados pelos
autores, com a utilizacdo de uma quantidade de LI comparavel com a quantidade
requerida de NaCl. E ainda importante salientar que, no caso particular dos Lls derivados
do catido [Casmim]*, é possivel que sejam estabelecidas ainda interaces m--- entre 0s
aminodacidos aromaticos da IgG e o anel aromético que constitui o catido imidazélio, e
que apresentem assim algum efeito ao nivel da particdo da IgG. Em resumo, é possivel
denotar que LIs constituidos por anides com maior capacidade de estabelecer pontes de

hidrogénio potenciam a extracéo de 1gG para a fase superior ricaem PEG, provavelmente
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devido a sua capacidade de manipular e alterar naturalmente as propriedades quimicas e
fisicas da fase rica em polimero e de estabelecer determinadas interacbes com a proteina.

3.4.2.3.  Efeito da concentracdo do LI

Finalmente, procedeu-se a avaliacdo do efeito da concentracdo do LI, através da adicado
de diferentes LIs ao sistema original polimero-polimero em trés diferentes concentracées.
Para tal, o estudo foi conduzido utilizando diversos LlIs, nomeadamente 0 [N1111]Cl,
[N4242]Cl, [P2444]Cl, [Ca-4mpy]Cl, [Ch]CI, [Ch][Ac], [Camim]CI, [Csmim]Br e o
[Csmim][HSOs]. Todos os LIs foram adicionados a 1, 5 e 10% (m/m) ao sistema PEG
3350 + dextrano 500 kDa + H>0, permitindo assim inferir acerca do efeito do aumento
da concentragdo de cada LI no comportamento de parti¢éo da 1gG.

Numa estratégia inicial, cinco dos nove LIs em estudo foram testados — [Na44]Cl,
[P4444]Cl, [Cs-4mpy]ClI, [Ch][Ac] e [Csmim][HSO4] — sendo que os dados obtidos para
os rendimentos de extracdo e respetivos desvios-padrdo encontram-se representados na
Figura 25, e os coeficientes de particdo com os respetivos desvios-padrdo encontram-se
representados na Figura 26. Investigou-se ainda os valores de pH de cada fase do sistema,
uma vez que se trata de um pardmetro extremamente relevante na particdo das
biomoléculas em SAB, encontrando-se esses resultados igualmente representados em

cada um dos gréaficos.
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Figura 25 — Rendimentos de extracdo da 1gG (%Y 4s) nos SAB quaternérios formados por PEG + dextrano
+ HyO + 1, 5 e 10% dos LIS [N4aaa]Cl, [P24aa]Cl, [Ca-4mpy]Cl, [Ch][Ac] e [Camim][HSO4]. Os valores de
pH na fase superior (FS) e na fase inferior (FI) dos sistemas encontram-se igualmente representados no
grafico.
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Figura 26 — Coeficientes de partigdo da IgG (Kig) nos SAB quaternarios formados por PEG + dextrano +
H.O + 1, 5 e 10% dos LIS [N44aa]Cl, [Paaas] Cl, [Cs-4mpy]Cl, [Ch][Ac] e [Camim][HSO4].

De acordo com os resultados obtidos, e tal como é possivel observar na Figura 25, em
todas as condigdes estudadas para 0 [Na4sas]Cl, [C4-4mpy]Cl e [Ch][Ac], a adi¢éo de
pequenas quantidades de LI (no maximo até 10%) ao sistema polimero-polimero original
favorece a extragdo de 1gG para a fase rica em PEG. Mais ainda, esta evidéncia é
suportada por um aumento dos coeficientes de particdo da 1gG para valores superiores a
1 em todas as condicdes envolvendo a utilizagdo de LlIs, tal como se pode verificar na
Figura 26. Assim, com a utilizacdo das diferentes concentracGes de LI constata-se mesmo
uma alteracdo do comportamento de particdo da proteina, que passa a apresentar uma
maior afinidade para a fase superior rica em PEG.

De um modo geral, 0 aumento da concentracdo de LI adicionado ao sistema encontra-
se associado a ligeiros aumentos do rendimento de extracdo de 1gG para a fase rica em
PEG, embora se tratem de aumentos pouco acentuados e ndo-proporcionais a quantidade
de LI adicionado. De facto, com as diferentes concentracdes de [N44a4]Cl verifica-se um
aumento do rendimento de 70,8% para valores percentuais compreendidos entre 80,8% e
85,3%. Com o [C4-4mpy]Cl obtiveram-se ainda melhores resultados, com rendimentos a
variar entre os 86,7% e o0s 92,4% e com o [Ch][Ac] obtiveram-se rendimentos
comparaveis compreendidos entre 86,7% e 97,2%. No entanto, as diferencas observadas
em termos de rendimentos de extracdo entre os sistemas com 5% e com 10% de LI ndo
aparentam ser consideraveis, dado que os rendimentos obtidos para ambas as situacdes
aparentam ser comparaveis pelo menos para 0 [Nas4]Cl e para o [Cs-4mpy]Cl. E
importante salientar o sistema constituido por PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H20 +

10% [Ch][Ac] que permitiu atingir um rendimento de extracao de IgG para a fase ricaem
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PEG superior a 97% em apenas uma etapa de extracdo, sendo este o rendimento maximo
alcancado nas condicGes estudadas nesta etapa.

No caso dos sistemas constituidos por [P4]Cl e [Camim][HSO4] verificou-se uma
tendéncia contraria a dos restantes LIs, isto €, com o0 aumento da concentragcdo de ambos
os LIs constata-te um decréscimo continuo em termos de rendimento de extracéo de 1gG
para a fase superior. Para justificar o comportamento exibido por estes LIs torna-se fulcral
analisar atentamente os valores de pH de cada uma das fases dos sistemas igualmente
representados na Figura 25. De facto, no caso do [P4s44]Cl 0 comportamento exibido é
curioso e ndo expectavel. Com a adicdo de apenas 1% deste LI verifica-se um aumento
do rendimento de 70,8% para 76,4% com um valor de pH em ambas as fases de
aproximadamente 7,0. Contudo, quando incrementamos a concentracao de LI para 5%, o
pH decresce para cerca de 2,6, acompanhado por um decréscimo no rendimento para
22,1%, decrescendo mesmo para 5,9% com 10% de LI. O decréscimo do valor de pH
com o0 aumento da concentragdo de [P4444]Cl ndo era previsivel, uma vez que trata-se de
um LI que ndo faz especiacéo e que portanto ndo deveria ter este efeito dramético no valor
de pH. Para além disso, foram testadas as mesmas condi¢c6es deste LI tamponizando os
sistemas com solucdo salina de tampéo fosfato (PBS, pH 7,4) obtendo-se resultados
idénticos aos aqui apresentados/discutidos. Uma vez que este LI foi produzido e adquirido
a escala industrial, apresenta um nivel de pureza baixo que pode justificar este
comportamento pouco expectavel, uma vez que pode conter ainda residuos de acidos
muito fortes necessarios para a sintese do LI e que possam causar o abaixamento
draméatico do valor de pH das fases coexistentes dos sistemas. J& no caso do
[Camim][HSO4], verifica-se que basta a adigdo de uma pequenissima quantidade de LI
(apenas 1%) para causar um abaixamento abrupto do pH no sistema para cerca de 1,6 e
que resulta num decréscimo do rendimento de 70,8% para 18,9%, sendo que com o
aumento da concentracdo atingem-se valores de pH a rondar os 0,93 e que levam a
obtencdo de baixos rendimentos de extracéo de 1gG (inferiores a 6%). Contudo, uma vez
que este LI sofre especiacdo e é um LI bastante acido devido a presenca do anido [HSOa]
, torna-se compreensivel o seu efeito no processo de extracdo de 1gG. Para além de tudo
isto, foi possivel observar macroscopicamente (Figura 20) a formacdo de camadas de
proteina precipitada nos sistemas constituidos por estes Lls. Deste modo, é possivel
concluir que condi¢cBes mais acidicas (causadas pela presenca de componentes acidicos
nos sistemas, neste caso LIs) promovem a desnaturacdo e consequente precipitacdo da

IgG, levando a perdas no rendimento de extracdo por perda da proteina. Mais ainda, é
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possivel concluir que os melhores resultados de extracdo de IgG para a fase rica em PEG
foram obtidos num intervalo de valores de pH compreendidos entre 6,5 e 7,5, pelo que se
conclui que os valores de pH incluidos neste intervalo sdo os mais apropriados para a
extragdo de lgG. As observagOes supracitadas, contestam, contudo, as evidéncias
descritas anteriormente na literatura. Aires-Barros e 0s seus colaboradores [23] avaliaram
a extracdo e precipitacdo de IgG humana igualmente em SAB constituidos por PEG 3350
e dextrano 500 kDa a diferentes valores de pH (entre 3 e 8). Os autores observaram
precipitacdo severa (cerca de 50%) na gama de valores de pH compreendidos entre 5 e 8,
sendo que a valores de pH mais acidicos a precipitacdo era consideravelmente reduzida.
Apesar disso, no estudo desenvolvido nesta tese, verificou-se, por um lado, a ocorréncia
de precipitacdo severa a valores de pH mais acidicos, enquanto que, por outro lado, a
extracdo de IgG foi potenciada e a sua precipitacdo reduzida a valores de pH mais
proximos do pH fisioldgico, numa gama compreendida entre 6,5 — 7,5.

Torna-se ainda importante salientar a discrepancia relativa aos rendimentos de
extragdo de 1gG nos sistemas constituidos por [P4444]Cl e por [Nasss]Cl, uma vez que se
tratam de LIs extremamente semelhante, diferindo apenas no atomo central do catido, e
que apresentam apeténcias muito distintas para a extracdo de 1gG. Efetivamente, as
extragdes com 0 [Naas4]Cl apresentam rendimentos muito superiores aos obtidos com a
utilizacdo do fosfénio correspondente. Deste modo, o &tomo central do catido aparenta
ter um papel fulcral no controlo do processo de extracdo, e que pode estar associado a
eletronegatividade de cada um destes atomos. Uma vez que o azoto (eletronegatividade
= 3,04) é mais eletronegativo que o fosforo (eletronegatividade = 2,19), significa que tem
maior tendéncia para atrair eletrbes. Deste modo, ocorre o aparecimento e concentracao
de uma carga negativa no atomo central do catido do LI derivado do amonio, e tornando-
0 mais polar comparativamente com o fosfénio. Assim, 0 [Naaa]Cl promove
possivelmente o estabelecimento de ligacGes eletrostaticas entre si e 0 anticorpo, que se
encontra carregado positivamente uma vez que o pH de todos os sistemas formados com
este LI € inferior a gama de pl da IgG pura. Desta forma torna-se possivel justificar a
maior apeténcia do [N4a44]Cl para a extracéo de 1gG relativamente ao [P4444]Cl com base
nas diferencas de eletronegatividade do a&tomo central do catido que constitui cada um
destes Lls.

Seguidamente, foram testados mais quatro diferentes LIs — [Ch]CIl, [N1111]Cl,
[C4smim]Cl e [Camim]Br — sendo que os dados obtidos para os rendimentos de extracéo e

respetivos desvios-padréo encontram-se representados na Figura 27, e os coeficientes de
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particdo com os respetivos desvios-padréo encontram-se representados na Figura 28. Para
além disso, uma vez que os Lls sdo adicionados ao sistema como adjuvantes, estes
préprios apresentam uma particdo diferencial pelas duas fases aquosas coexistentes;
assim, investigou-se ainda a eficiéncia de extracdo de cada um dos LIs em estudo para a
fase superior do sistema correspondente, encontrando-se esses resultados igualmente
representados na Figura 27.
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Figura 27 — Rendimentos de extracdo da 1gG (%Y 4c) nos SAB quaternarios formados por PEG + dextrano
+ H,O + 1, 5 e 10% dos LIs [Ch]CI, [N1111]Cl, [Czmim]CI e [Csmim]Br. A eficiéncia de extragdo de cada
LI para a fase superior rica em PEG dos sistemas encontra-se igualmente representada no grafico.

2,0
18 - 1,67
16 I

1,37
1,4 - =
1,16
1,2 4 . 140 1,09 1,08 1,11 1,08

o 1,00 I I 103 10 08105 by %,

« 107 087 = =
084 |
0,6 -

04
0,2
0,0
T T Ul Y N L S SR LN S L
N “ S v “ N N &) A < < N
AT I I P ST IS
& & ¢ & y & & § § &
A AR AR RN S S P SIS SIS 3
LR S A N &F

Figura 28 — Coeficientes de partigdo da 1gG (%Y 4s) Nnos SAB quaternarios formados por PEG + dextrano
+ H0 + 1, 5 e 10% dos LIs [Ch]CI, [N1111]Cl, [Csamim]CI e [Csmim]Br.

De acordo com os resultados obtidos, e tal como é possivel observar na Figura 27, em
todas as condicOes estudadas dos LIs [Ch]CI, [N1111]Cl, [Camim]CIl e [Csmim]Br, a

adicdo de quantidades diminutas destes LIs como adjuvantes ao sistema polimero-
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polimero permite aumentar a extracdo de 1gG para a fase rica em PEG de 70,8% para
valores superiores a 76,8%. Os resultados revelaram-se deste modo extremamente
promissores, tendo sido atingidos rendimentos de extracdo superiores a 76% e até cerca
de 95%. Mais ainda, 0 mesmo comportamento é verificado através da andlise da Figura
28, uma vez que o coeficiente de particdo da 1IgG aumenta de 0,87 (indiciando uma maior
afinidade para a fase inferior do sistema) para valores iguais ou superiores a 1 com a
utilizacdo de LlIs (indicando uma maior propensdo de migracdo da proteina para a fase
superior do sistema).

De um modo geral, o aumento da concentragdo de LI adicionado ao sistema néo
aparenta ter uma correlacdo direta com a quantidade de 1gG extraida para a fase rica em
PEG, dado que os rendimentos de extragdo observados para um determinado LI ndo
oscilam consideravelmente com o0 aumento da concentracao de LI adicionado ao sistema.
Excecionalmente, apenas nos resultados obtidos para o [Csmim]Br se constata maiores
aumentos no rendimento de extracdo em funcdo da concentracdo do LI. A mesma
tendéncia é possivel observar relativamente aos coeficientes de particdo da proteina, uma
vez que para os LIs [Ch]CI, [N111:]Cl e [Csamim]Cl os valores dos coeficientes séo apenas
ligeiramente superiores a 1, embora aproximadamente constante e sem denotarem
qualquer tendéncia de aumento com o aumento da concentracdo de cada um dos LlIs.
Apenas no caso do [Csmim]Br essas diferengas sdo mais notorias, sendo possivel atingir
um coeficiente de particdo superior a 1,6 com a utilizacdo de 10% deste LI. Deste modo,
e de acordo com estas observacdes, € possivel concluir que € a estrutura quimica do LI
que apresenta um papel determinante no comportamento de particdo da IgG nos sistemas,
e que o efeito da sua estrutura quimica é muito mais relevante do que o efeito da sua
concentragao.

Uma vez que os LIs sdo adicionado ao SAB polimero-polimero, eles proprios
particionam-se pelas duas fases aquosas coexistentes. De acordo com os resultados
obtidos, todos os LIs investigados particionam preferencialmente para a fase superior rica
em PEG, tendo sido obtidas eficiéncias de extracdo compreendidas entre
aproximadamente 66% e até mais de 77%. Contudo, a quantidade de LI presente na fase
rica em PEG ndo se trata de um fator condicionante na particdo de IgG, pelo que a
extensdo de migracdo dos LIs para a fase rica em polimero ndo apresenta um efeito
substancial no grau de particdo da 1gG. Néo obstante, a partir dos resultados obtidos e
considerando que todos os LIs apresentam eficiéncias de extracdo superiores a 66% para

a fase superior do sistema quando adicionados a qualquer das concentrac@es estudadas, é
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possivel sugerir que nas condi¢cBes com as concentracdes mais elevadas de LI, adicionado
para aumentar a migracdo de 1gG para a fase superior, este possivelmente encontra-se em
excesso, e uma vez mais é possivel corroborar a no¢do de que a natureza quimica do LI
apresenta o papel mais relevante neste estudo. Deste modo, e tendo em vista apenas a
extracdo seletiva de IgG para a fase superior rica em PEG, podemos concluir que a
concentragdo mais baixa de LI testada aparenta ser suficiente para potenciar e otimizar a
particdo/extracdo de IgG, acarretando consigo vantagens adicionais relacionadas com o
custo do SAB e com questBes de biocompatibilidade. Por tudo isto, é possivel sugerir que
os LIs investigados estabelecem interacdes ndo-covalentes com a proteina de interesse,
aumentando a sua particdo para a fase rica em polimero (a fase que se apresenta
igualmente rica em LI), e ainda que os LIs atuam como agentes de “salting-in”.

Apesar destas evidéncias, é importante destacar que o sistema constituido por
[Camim]Br denotou um aumento crescente no nivel de rendimento de extracdo de 19G
com o0 aumento da sua concentragdo no sistema, acompanhado por um aumento
consideravel do seu coeficiente de particao, tendo sido atingido um excelente rendimento
a rondar os 95% com a percentagem maxima deste LI. Uma vez que este apresentou um
comportamento notoriamente crescente em termos de rendimento/coeficiente com o
aumento da concentragdo, tornou-se relevante inferir acerca da potencialidade deste LI
em outras concentracdes tendo em vista a extracdo completa da IgG para a fase rica em
polimero numa Unica etapa. Para o efeito, procedeu-se a realizacdo de novos ensaios
utilizando concentrac6es ainda mais elevadas deste LI, nomeadamente 15, 20 e 35%.
Tabela 9 — Pontos de mistura estudados com vista a extracéo de 1gG com o sistema ternario controlo PEG

3350 + dextrano 500 kDa + H;O e com os sistemas quaternarios PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H;O +
LI

[PEG] [dextrano] | [Solugdo IgG] [[Camim]Br] [H20]
% (m/m) % (m/m) % (m/m) % (m/m) % (m/m)

Sistema ternério PEG 3350 + dextrano 500 kDa + solugéo stock 1gG
7 5 30 - 58

Sistema quaternario PEG 3350 + dextrano 500 kDa + [Csmim]Br + solugdo stock 1gG

1 57
5 53
10 48
7 5 30
15 43
20 38
35 23
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Os pontos de mistura selecionados para a extracdo de IgG pura Gammanorm
encontram-se apresentados na Tabela 9. Na Figura 29, pode observar-se o aspeto
macroscopico dos sistemas de extracdo com a composicao descrita na Tabela 9. Tal como
se pode verificar através da analise da imagem, ndo se constatou a formacédo de qualquer
fase solida de proteina precipitada e/ou desnaturada que impedisse o particionamento de
IgG pelas duas fases aquosas. Assim, apesar de ser notéria a alteracdo da razdo
volumétrica com aumento da concentracdo de LI, é possivel concluir que a presenca do
LI mesmo em elevadas concentragdes, ndo causa a precipitacdo da proteina (pelo que se
infere macroscopicamente). Deste modo, todos 0s SAB representados na Figura 29, foram
utilizados nas analises subsequentes uma vez que se revelaram adequados a particdo de

1gG pelas duas fases aquosas coexistentes.

Sem LI [C;mim]Br 1%  [C,mim]Br 5% [C,mim]Br 10% [C,mim]Br 15% [C,mim]Br 20% [C,mim]Br 35%

=

Razdo
Volumétrica [ 1:1,92 1:2,61 1:2,73  1:278  1:2,98 1:3,26 1:4,38 ]

FI:FS

Figura 29 — Aspeto macroscépico dos sistemas PEG + dextrano + H,O, com diferentes concentragdes de
[Csmim]Br como adjuvante, que permitiram a formagao de SAB apropriados a particdo da IgG. A razéo
volumétrica das fases coexistentes (fase inferior — Fl; fase superior — FS) encontra-se indicada na barra
azul, e a interface do sistema encontra-se realgada com um circulo descontinuo vermelho.

Ap0s a separacao de ambas as fases aquosas coexistentes dos sistemas de extracéo, foi
estudado o comportamento de particdo da IgG no sistema controlo sem LI e nos sistemas
com diferentes concentracdes de LI compreendidas entre 1 e 35%. Os dados obtidos para
os rendimentos de extracdo de 1gG e eficiéncias de extracdo de [Csmim]Br para a fase
superior dos sistemas e respetivos desvios-padrdo encontram-se representados na Figura
30.

Efetivamente, os resultados referentes as extragdes com diferentes concentracfes de
[Camim]Br apresentam-se extremamente promissores, tendo em vista a extragdo de IgG.

De acordo com os resultados obtidos, é possivel referenciar duas condi¢Ges que
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permitiram a extracdo completa de 1gG para a fase superior rica em PEG em apenas uma

etapa de extragéo.
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Figura 30 — Rendimentos de extragdo da 1gG (%Y 4c) nos SAB quaternarios formados por PEG + dextrano
+ H,0 + 1, 5, 10, 15, 20 e 35% de [Csmim]Br. A eficiéncia de extracdo do LI para a fase superior rica em
PEG dos sistemas encontra-se igualmente representada no grafico.

De facto, nos sistemas constituidos por 15% [Csmim]Br e 20% [Camim]Br verificou-
se um aumento do rendimento de extracdo de 1gG de cerca de 70% para 100%, atingindo-
se assim a extracdo completa da biomolécula de interesse para a fase superior em ambas
as condicOes. Deste modo, hd um aumento no nivel do rendimento com o aumento da
concentracdo de LI até 15%, sendo esta a condi¢do na qual se atinge 0 maximo possivel
de extracdo de proteina. Mais ainda, apenas no sistema constituido pela concentragédo
maxima de LI estudada (35% de [Csmim]Br) se verifica um decréscimo do rendimento
de extracdo para cerca de 80%. A origem deste decréscimo prende-se, possivelmente,
com a ocorréncia de desnaturacao da proteina que ndo € observavel macroscopicamente,
uma vez que a presenca de uma concentracdo tao elevada de LI pode acarretar consigo
alguns problemas de biocompatibilidade para a biomolécula.

Uma vez mais € possivel constatar a mesma relacdo entre a quantidade de LI presente
na fase rica em PEG e a particdo de 1gG anteriormente discutida. Inclusive, no sistema
em que se conseguiu a maior extracao de LI para a fase superior (Y%EE L > 85%) verificou-
se um decréscimo do rendimento comparativamente com a condicdo anterior estudada.
Assim sendo, a extensdo de migracdo dos LIs para a fase rica em polimero ndao é um fator
condicionante na particdo da IgG, pelo que esta se apresenta mais uma evidéncia que
permite corroborar a ideia de que a estrutura do LI apresenta um papel fulcral na particao
da proteina. Deste modo, € possivel concluir que este LI estabelece interagdes ndo-

covalentes com a 1gG, aumentando a sua parti¢do para a fase rica em PEG. Em particular,
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uma vez que este LI é constituido por um anel aromético, é possivel que se estabelecam
interagdes do tipo -7 entre os aminoacidos aromaticos da IgG e o anel aromatico do LI
ou interacOes do tipo catido---x entre a IgG (que ao pH a que o trabalho foi desenvolvido
se encontra carregada positivamente) e o anel aromatico que constitui o catido do LI, e
que possivelmente governem o comportamento de particdo da 1gG nos SAB estudados.

Apobs este processo de otimizacdo da extracdo de 1gG utilizando SAB polimero-
polimero constituidos por LIs como adjuvantes, foi possivel perceber e justificar
adequadamente os mecanismos moleculares que governam a particdo de 1gG neste tipo
de sistemas quaternarios, sendo possivel destacar trés condi¢cfes que permitiram a
obtencdo de resultados extremamente promissores do ponto de vista da extracdo de 1gG.
Neste sentido, é importante realcar o sistema constituido por PEG 3350 + dextrano 500
kDa + H>O + 10% [Ch][Ac] que permitiu alcan¢ar um rendimento de extragdo superior a
97%, e os sistemas PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H>0 + 15% [Csmim]Br e PEG 3350
+ dextrano 500 kDa + H20 + 20% [Csmim]Br que permitiram obter 100% de extragéo
da proteina para a fase superior rica em PEG, sendo portanto, as condi¢cbes mais
adequadas e que mais potenciam a extracao de 1gG.

3.5. Extracao de IgG anti-IL-8 a partir de sobrenadantes de culturas
celulares CHO

Apos a etapa de otimizacao da extracao de IgG utilizando 1gG humana comercial/pura,
e apos a determinacdo dos sistemas mais promissores no que concerne a sua extragdo
seletiva para a fase rica em PEG, procedeu-se a avaliacdo da sua potencialidade como
plataformas de purificacdo de anticorpos monoclonais IgG anti-1L-8 diretamente a partir
de sobrenadantes de culturas celulares CHO DP-12 produzidos previamente no capitulo
3.1. desta dissertacao.

Assim, a estratégia nesta etapa do trabalho passou por testar as condi¢cfes mais
promissoras estudadas anteriormente na extracdo e purificacdo de IgG a partir de uma
matriz real, sendo entdo estudadas as seguintes condicdes: 1, 5 e 10% de [Ch][Ac] e 10,
15 e 20% de [Csmim]Br. Os pontos de mistura das condi¢Ges selecionadas para a extracdo
de lIgG diretamente a partir dos sobrenadantes das culturas celulares encontram-se

sumariados na Tabela 10.
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Tabela 10 — CondigGes testadas para a extracdo seletiva e purificacdo de 1gG anti-1L-8 diretamente a partir
de sobrenadantes de culturas celulares CHO DP-12 com o sistema ternario controlo PEG 3350 + dextrano
500 kDa + H,O e com os sistemas quaternarios PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H,O + L1I.

[PEG] [dextrano] | [Sobrenadante] [L1] [H20]
% (m/m) % (m/m) % (m/m) % (m/m) % (m/m)

LI

Sistema ternario PEG 3350 + dextrano 500 kDa + sobrenadante contendo 1gG anti-1L-8

X 7 5 50 - 38

Sistema quaternario PEG 3350 + dextrano 500 kDa + LI + sobrenadante contendo 1gG anti-1L-8

1 32

[Ch]Ac 7 5 55 5 28
10 23

10 33

[Camim]Br 7 5 45 15 28
20 23

Na Figura 31, pode observar-se o aspeto macroscopico dos sistemas de extracdo com
a composicdo descrita na Tabela 10. Tal como se pode verificar atraves da andlise da
imagem, ndo se constatou a formacéo de qualquer fase sdlida de proteinas precipitadas
e/ou desnaturadas que impedissem a particdo da IgG pelas duas fases aquosas. Assim,
todos estes SAB apresentaram-se adequados como sistemas de extracao liquido-liquido
de biomoléculas, mesmo quando carregados com elevadas concentracGes de solucao
proteica. De facto, a concentracdo de solucdo contendo proteinas (IgG + impurezas
proteicas provenientes do sobrenadante da cultura celular) foi muito superior neste
sistemas de extracdo (45, 50 e 55%) do que a concentracdo estudada na particdo da 1gG
pura (30%). O facto de ndo se ter observado precipitacdo de proteina nos sistemas em
estudo mesmo com uma concentracdo de proteinas muito mais elevada, permite-nos
concluir que ndo ocorreu a saturacdo de nenhuma das fases e que é entdo possivel
potenciar a extracdo de IgG com este tipo de sistemas processando grandes quantidades
de amostras (representando mais de 50% do sistema de extracdo), sendo esta uma
vantagem bastante representativa tendo em vista a aplicacdo destes sistemas a uma escala
industrial.

Apo0s a separacao de ambas as fases aquosas coexistentes dos sistemas de extracdo, foi
estudado o comportamento de particdo das proteinas presentes nos sobrenadantes de
culturas celulares CHO DP-12 (IgG + impurezas proteicas) no sistema controlo sem LI e

nos sistemas contendo diferentes concentracdes de dois LIs diferentes, que demonstraram
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maior potencialidade no processo de otimizagdo da extracdo de 1gG apresentado
anteriormente.

Sem LI [Ch]lAc 1% [Ch]Ac 5% [Ch]Ac 10% [C;mim]Br 10% [C,mim]Br 15% [C,mim]Br 20%

Razdo
Volumétrica | 1:2:45 1:2,73 1:2,58 1:245  1:284  1:3,55 1:353 |

FI: FS

Figura 31 — Aspeto macroscopico dos sistemas PEG + dextrano + H,O, com diferentes concentracdes de
[Ch][Ac] e [Camim]Br como adjuvantes, que permitiram a formacédo de SAB apropriados a particdo da IgG
e das impurezas proteicas presentes nos sobrenadantes das culturas celulares CHO DP-12. A razdo
volumétrica das fases coexistentes (fase inferior — Fl; fase superior — FS) encontra-se indicada na barra
azul, e a interface do sistema encontra-se realcada com um circulo descontinuo vermelho.

Os sistemas testados foram os constituidos por PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H,O
+ 15% e 20% [Csmim]Br uma vez que estes se revelaram como 0s sistemas mais
promissores no capitulo anterior, permitindo a extracdo completa de IgG para a fase
superior. Mais ainda, foi também testada a condicdo constituida por 10% [Csmim]Br no
sentido de explorar a utilizacdo de menores concentragdes de LI na extracédo de anticorpos
a partir de uma matriz real e que possam levar a resultados tdo interessantes como 0s
obtidos com maiores concentracfes deste aditivo. Também o sistema PEG 3350 +
dextrano 500 kDa + H20 + 10% [Ch][Ac] permitiu um dos melhores resultado em termos
de rendimento de extracdo de IgG apresentado no capitulo anterior, e como tal foram
testadas todas as trés concentracdes referentes a este LI, por um lado pelo motivo de
explorar concentracdo mais reduzidas de LI nesta situacdo e por outro lado devido ao
facto de se tratar de um LI mais biocompativel e que na eventualidade de atingir
rendimentos de extracdo/ niveis de pureza comparaveis aos do imidazdlio anteriormente
descrito, a sua utilizacdo seria preferivel.

Posto isto, pretendeu-se assim avaliar a eficiéncia destes sistemas no que concerne a
extragdo seletiva da 1gG para a fase superior rica em PEG de cada sistema, retendo em
simultdneo as impurezas proteicas na fase oposta, e para tal foram determinados os
rendimentos de extracdo de IgG para a fase superior do sistema e o nivel de pureza com

que o anticorpo foi extraido para essa mesma fase. Assim sendo, os dados obtidos para
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os rendimentos de extracdo e grau de pureza da IgG na fase rica em PEG e respetivos
desvios-padrdo encontram-se representados na Figura 32, e os coeficientes de particdo
com os respetivos desvios-padréo encontram-se representados na Figura 33. Investigou-
se ainda os valores de pH de cada fase do sistema, uma vez que se trata de um parametro
extremamente relevante na particdo das biomoléculas em SAB, encontrando-se esses

resultados igualmente representados em cada um dos graficos.
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Figura 32 — Rendimentos de extracdo (%Y gc) € niveis de pureza (%Purezaiyc) da IgG extraida a partir de
sobrenadantes de culturas celulares CHO DP-12 através de SAB quaternarios formados por PEG + dextrano
+ H,0 e com diferentes concentragdes de LI como adjuvante (1, 5 e 10% de [Ch][Ac] + 10, 15 e 20% de
[Camim]Br). Os valores de pH na fase superior (FS) e na fase inferior (FI) dos sistemas encontram-se
igualmente representados no grafico.
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Figura 33 — Coeficientes de particdo da 1gG (%Y 4c) extraida a partir de sobrenadantes de culturas celulares
CHO DP-12 através de SAB quaternarios formados por PEG + dextrano + H,O e com diferentes
concentracdes de LI como adjuvante (1, 5 e 10% de [Ch][Ac] + 10, 15 e 20% de [Casmim]Br).

Apos uma andlise cuidada dos resultados obtidos, é possivel distinguir e interpretar de

maneira diferente o efeito exercido por cada um dos LIs na extracéo seletiva e purificacéo
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de 1gG anti-1L-8 a partir dos sobrenadantes das culturas celulares. No entanto, de uma
forma geral e tendo em consideracao os resultados apresentados na Figura 32, é possivel
constatar que em todas as condi¢des estudadas envolvendo a utilizacdo de LIs ha um
aumento do rendimento de extracdo da 1gG para a fase superior rica em PEG
comparativamente com a condicdo original, em que nenhuma quantidade de LI é
adicionado ao sistema. De facto, este aumento do rendimento de extracdo associado a
utilizacdo destes LIs ja& havia sido observado nas etapas de otimizacdo do processo
apresentadas anteriormente e portanto, a mesma tendéncia é observado quando utilizada
uma matriz real de muito maior complexidade. Assim sendo, com a utilizacdo de
[Ch][Ac] foi possivel aumentar o rendimento de extracdo de aproximadamente 69% para
valores compreendidos entre cerca de 73% e 78%, e com a utilizagdo de [Csmim]Br o
incremento no rendimento de extracdo foi ainda maior, para valores compreendidos entre
aproximadamente 79% e 82%. No entanto, é importante realcar que os rendimentos de
extragdo obtidos a partir da matriz real séo inferiores aos que haviam sido obtidos com a
utilizagdo de 1gG pura/comercial. Tal como foi discutido no capitulo 3.2. desta
dissertagdo, os anticorpos monoclonais anti-IL-8 produzidos através das culturas
celulares CHO DP-12 apresenta um Unico pl de aproximadamente 9,3, ao contrario da
IgG comercial utilizada que apresenta uma gama de pls compreendidos entre 7 e 9,3.
Deste modo, a 1gG proveniente das culturas celulares apresenta-se muito mais suscetivel
as condicdes do meio, fazendo com que pequenissimas variacbes possam levar a
alteracdes consideraveis do seu comportamento de particdo nos SAB. Para além disso, €
necessario lidar com uma muito maior complexidade da matriz real em que os anticorpos
estdo inseridos e que pode dificultar e alterar ligeiramente o equilibrio termodinamico e
comportamento de parti¢do das biomoléculas no sistema. Assim sendo, estes dois motivos
apresentam-se como 0s mais plausiveis que justificam a diferenca observada em termos
de rendimento de extracdo para estas situacOes. Para além disso, estes resultados
conjuntamente com o0s resultados dos coeficientes de particdo destes sistemas
apresentados na Figura 33, permitem uma vez mais denotar a ideia de que a estrutura
quimica do LI apresenta de facto o papel principal no comportamento de particdo da IgG
para a fase superior, sendo que a concentracdo de LI ndo aparenta ter uma influéncia
muito consideravel na extracdo da IgG dada a obtencdo de rendimentos de extracdo
relativamente similares entre as diferentes concentracdes de LI testadas.

Mais ainda, torna-se muito interessante compreender o efeito que os dois LlIs

apresentaram no que concerne ao grau de pureza da IgG, que nos permite efetuar uma
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analise quantitativa da seletividade que as proteinas envolvidas apresentam. De acordo
com os resultados obtidos para o [Ch][Ac], é possivel verificar um decréscimo continuo
do nivel de pureza da IgG com o aumento da concentragdo de LI. De facto, com apenas
1% de LI adicionado ao sistema, o nivel de pureza decresce de 29,3% para 26,8%, sendo
que se atinge o nivel minimo de pureza no sistema constituido por 10% deste LI, em que
o0 nivel de pureza atinge os 19,1%. Assim sendo, é possivel concluir que a utilizacdo de
[Ch][Ac] apesar de aumentar a extracao de 1gG para a fase rica em PEG, tambeém favorece
a migracao das restantes impurezas para essa mesma fase, promovendo a diminuicdo do
grau de pureza da biomolécula de interesse. Deste modo, este LI aparenta exercer um
maior efeito na migracdo das impurezas proteicas para a fase rica em PEG, do que
propriamente na molécula-alvo. Para além disso, constata-se que o efeito da concentragédo
do LI é notdrio no @mbito do grau de pureza da 1gG, e a concentracdo de LI aparenta ter
um papel fundamental na migracdo das impurezas proteicas, uma vez que estas migram
mais para a fase superior do sistema com o aumento da concentracdo do LI. Por tudo isto,
é possivel concluir que a introducdo de [Ch][Ac] no sistemas convencionais polimero-
polimero embora se tenha revelado promissora tendo em vista a extracao de IgG, revelou-
se ineficiente para a sua purificacdo diretamente a partir dos sobrenadantes das culturas
celulares, atingindo niveis de pureza inferiores aos obtidos com o sistema sem adicao de
qualquer LI.

No que diz respeito ao [Csmim]Br, os resultados obtidos revelaram-se extremamente
promissores. Surpreendentemente, verifica-se um aumento crescente no nivel de pureza
da IgG em funcdo da concentracdo de LI adicionado ao sistema original polimero-
polimero. De facto, nas condigcdes testadas com este LI, constata-te um incremento do
nivel de pureza de cerca de 29% para valores compreendidos entre aproximadamente 37%
e 64% com apenas uma etapa de extracdo. Deste modo, € possivel concluir que este LI
apresenta ndo s6 um efeito favoravel na extracdo da IgG para a fase superior rica em PEG,
como em simultaneo potencia a migracdo das impurezas proteicas para a fase inferior
oposta, rica em dextrano. Tal situacao reflete-se nos coeficientes de particdo apresentados
na Figura 33, na qual se verifica para todas as condi¢bes testadas com este LI um
coeficiente de particdo da IgG superior a 1, evidenciando a sua particao preferencial para
a fase superior do sistema, enquanto que para as impurezas proteicas verifica-se um
decréscimo continuo do seu coeficiente, sendo este sempre muito inferior a 1, o que revela
precisamente uma migracdo preferencial destas proteinas para a fase inferior dos

sistemas. O resultado mais promissor obtido assim neste estudo, foi atingido com a
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utilizagdo deste Gltimo LI no sistema constituido por PEG 3350 + dextrano 500 kDa +
H20 + 20% [Csmim]Br, que permitiu a extracdo de aproximadamente 82% de IgG para
a fase rica em PEG, retendo a maioria das impurezas proteicas na fase oposta, traduzindo-
se num nivel de pureza de 64,0% atingido numa Unica etapa de extragdo/purificagdo.
Deste modo, através da adi¢do de LI a um sistema polimero-polimero foi possivel
manipular a afinidade das fases coexistentes do sistema e obter assim uma seletividade
oposta da IgG e das restantes impurezas proteicas para essas mesmas fases. Assim sendo,
torna-se evidente a capacidade dos LlIs alterarem e manipularem a polaridade entre as
duas fases dos SAB, promovendo alteracbes na separacdo da 1gG e das restantes
impurezas proteicas pelas duas fases, que permitiram atingir uma separacdo seletiva

destas biomoléculas, extraindo e purificando seletivamente a IgG tal como pretendido.

3.6. Avaliacao da integridade/estabilidade da IgG

Por fim, numa ultima abordagem e de forma a avaliar e caracterizar adequadamente
todo o processo anteriormente descrito, pretendeu-se estudar a integridade e estabilidade
da proteina de interesse, a 1gG, apos a etapa de SAB, e de forma a compreender se o
processo de extracdo ou 0 contacto com os componentes que formam o SAB induz algum
tipo de alteracdes na proteina.

Para tal, e ainda no seguimento do capitulo anterior, procedeu-se a execucdo de uma
analise de SDS-PAGE de forma a avaliar qualitativamente a pureza das fases coexistentes
dos sistemas contendo LIs e estudados na extracdo/purificacdo de 1gG diretamente a partir
de sobrenadantes de culturas celulares, atraves da obtencdo do seu perfil proteico. Na
Figura 34 apresentam-se os perfis proteicos da IgG pura/comercial, dos sobrenadantes
das culturas celulares CHO DP-12 e das duas fases coexistentes dos varios SAB estudados
no capitulo anterior desta dissertacéo.

Analisando inicialmente as bandas obtidas para os sistemas contendo [Ch][Ac], é
efetivamente possivel corroborar e confirmar os resultados descritos anteriormente
relativos a purificacdo de 1gG, uma vez que se constata a presenca tanto de anticorpo
como das restantes impurezas proteicas (e em particular a albumina) em ambas as fases
coexistentes. Contudo, uma vez que a albumina consiste na impureza maioritaria, serd a
proteina que terd uma maior influéncia para o grau de pureza. Efetivamente € possivel
verificar que a banda correspondente a albumina, a cerca de 67 kDa, apresenta cada vez

menor intensidade na fase inferior dos sistemas com o aumento da concentracdo de L1,
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comprovando a sua migracdo para a fase superior do sistema que causa entdo a
diminuicdo no nivel de pureza da 1gG. Mais ainda, ndo se verifica diferencas de

intensidade significativas nas bandas correspondentes ao anticorpo-alvo.
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Figura 34 — SDS-PAGE de um gel 12% T e 3% C, corado com azul de Coomassie, carregado com as
seguintes amostras: Po¢o 1 — marcador de peso molecular; Pogo 2 — IgG pura Gammanorm; Poco 3 —
sobrenadante proveniente de uma cultura celular CHO DP-12; Restantes pocos — fase superior (FS) e fase
inferior (FI) das extrac@es de IgG anti-1L-8 diretamente a partir de sobrenadantes de culturas celulares CHO
DP-12, atraves de SAB constituidos por PEG + dextrano + H,O e com diferentes concentrac@es de LI como
adjuvante (1, 5 e 10% de [Ch][Ac] + 10, 15 e 20% de [Csmim]Br). A posicdo das cadeias pesadas (50 kDa)
e das cadeias leves (25 kDa) da 1gG encontram-se destacadas e indicadas no proprio gel.

Relativamente aos sistemas contendo [Csmim]Br, € possivel constatar uma ligeira
distorcdo das bandas e por vezes algum arrastamento de algumas bandas, que se relaciona
essencialmente com dois motivos: primeiramente, pode estar relacionado com a presenca
dos polimeros constituintes das fases que devido a sua elevada viscosidade podem causar
esse tipo de artefactos no gel; por outro lado, a utilizacdo de LIs que sdo compostos
ionicos interferem na passagem do campo elétrico em que se baseia a eletroforese, e dai
verificar-se a perda de alguma resolucéo no gel. Apesar disso, em todas as concentracdes
testadas deste LI é evidente a existéncia de bandas referentes a IgG com maior intensidade
na fase superior dos sistemas, indiciando precisamente uma extracdo seletiva do anticorpo
para essa mesma fase rica em PEG. E também possivel realcar o aumento da intensidade
da banda referente a albumina na fase inferior dos sistemas com o aumento da
concentracdo do LI, sendo que, com base no perfil proteico das fases coexistente, contata-
se claramente no sistema constituido por 20% de [Csmim]Br uma maior afinidade da 1gG
para a fase superior sendo a concentracdo da impureza maioritaria muito menor nesta fase

(com base na obtencdo de uma banda muito menos intensa desta proteina na fase em
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questdo). Deste modo, através desta técnica foi possivel comprovar a manipulacdo da
polaridade das fases coexistentes do sistema polimero-polimero com a utilizacéo de Lls,
permitindo obter afinidades opostas para a IgG e para as impurezas proteicas, tratando-se
portanto de conclusdes bastante promissoras tendo em vista o desenvolvimento de uma
plataforma eficiente de purificacdo de anticorpos monoclonais.

Para além desta analise qualitativa da seletividade dos sistemas testados, a analise por
SDS-PAGE permitiu-nos ainda avaliar o efeito dos LIs no processo de extracdo e na
possivel degradacdo da 1gG. Tal como se pode verificar na Figura 34, ndo se verifica a
degradacdo da 1gG em nenhuma das condicdes testadas, sendo possivel constatar a sua
integridade através da obtencdo das duas bandas caracteristicas deste anticorpo. Mais
ainda, é possivel confirmar a manutencdo da sua massa molecular, uma vez que as bandas
obtidas para as cadeias pesadas do anticorpo se situam a cerca de 50 kDa e as bandas
referentes as cadeias leves do anticorpo estdo presentes a aproximadamente 25 kDa, sendo
que os ligeiros desvios verificados em algumas das condigdes relacionam-se com a
viscosidade dos polimeros e dos préprios constituintes das fases. Deste modo, é possivel
concluir que os LIs estudados mantém a integridade da proteina e como tal apresentam-
se apropriados para o processo de extracdo e purificacao da IgG a partir dos sobrenadantes
das culturas celulares.

Seguidamente, o pl das proteinas presentes em cada uma das fases aquosas
coexistentes apds 0 processo de extracdo foi determinado, de modo a compreender se 0S
processos de extracdo sugeridos/estudados induzem alguma modifica¢do no anticorpo de
interesse que possa levar a alteracdo do seu pl caracteristico. Deste modo, na Figura 35
apresenta-se o0 gel de focagem isoelétrica com o perfil obtido para a IgG pura/comercial,
para as proteinas presentes nos sobrenadantes das culturas celulares CHO DP-12 e nas
duas fases coexistentes dos SAB constituidos por 10% [Ch][Ac] e por 15 e 20% de
[Camim]Br.

De acordo com os resultados obtidos por IEF para as fases coexistentes dos sistemas
utilizados para extrair 1gG anti-1L-8 a partir dos sobrenadantes de culturas celulares, é
possivel verificar que a presenca de [Ch][Ac] e [Csmim]Br no processo de
extracdo/purificacdo ndo afeta/altera o pl da proteina de interesse. De facto, ainda que
muito ténues devido a diluicdo do anticorpo na fase para a qual € extraido, é possivel
constatar a banda referente a 1gG anti-IL-8 a um pl de cerca de 9,3 em todas as situacdes
estudadas. No sistema contendo 10% [Ch][Ac], constata-se a presenca da banda referente

ao anticorpo em ambas as fases coexistentes, sendo no entanto possivel denotar a presenca
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de variadas proteinas acidicas na fase superior, referentes as impurezas proteicas, tal
como ja havia sido discutido anteriormente. Mais ainda, é notorio que neste sistema existe
uma maior prevaléncia das impurezas proteicas na fase superior do que na fase inferior
do sistema, 0 que, uma vez mais, se encontra de acordo com a tendéncia de pureza
atingida com este L.

[Ch][Ac] 10% | [C,mim]Br15% | [C,mim]Br 20%

M Feed FS FI FS Fl ES FI

6.85

Figura 35 — Gel de focagem isoelétrica (IEF) 5% T e 3% C, corado com nitrato de prata e carregado com
as seguintes amostras: Pogo 1 — marcador de pontos isoelétricos; Pogo 2 — IgG pura Gammanorm 1 g/L;
Pogo 3 — sobrenadante proveniente de uma cultura celular CHO DP-12; Restantes pogos — fase superior
(FS) e fase inferior (FI) das extra¢Bes de 1gG anti-1L-8 diretamente a partir de sobrenadantes de culturas
celulares CHO DP-12, através de SAB constituidos por PEG + dextrano + H,O e com diferentes
concentracOes de LI como adjuvante (10% de [Ch][Ac] + 15 e 20% de [Csmim]Br). A posicéo da banda
referente ao pl da 1gG encontra-se destacada a verde e indicada no proprio gel.

Ja no caso dos sistemas contendo [Csmim]Br, verifica-se a presenca da banda referente
a 1gG na fase superior a um pl de aproximadamente 9,3, existindo no entanto um perfil
associado as fases inferiores que contém um maior nimero de impurezas com pls acidico,
0 que uma vez mais corrobora e sustenta os resultados para os niveis de pureza obtidos
nestas situacdes. Por tudo isto, é possivel inferir que o processo de extracdo e purificacdo
da 1gG a partir dos sobrenadantes das culturas celulares envolvendo a utilizagdo de LIs
aparenta ser adequado no que concerne @ manutencdo das propriedades fisico-quimicas
da proteina de interesse, e em particular do seu pl.

Apesar de 0os SAB serem cada vez mais aplicados na extracdo e purificacdo de

inimeros biofarmacos, torna-se impreterivel inferir acerca da estabilidade do biofarmaco
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apos ter sido sujeito ao processo de purificacdo. De facto, estudos conformacionais de
macromoléculas biol6égicas foram j& realizados através de dicroismo circular (DC),
mesmo ndo sendo atingida a determinagdo da sua estrutura detalhada [197]. O DC
consiste num método rapido e pouco dispendioso e que ndo requer uma quantidade de
amostra significativa, e que por ser conduzido em solucdo apresenta a vantagem de ser
avaliada a estrutura da proteina tal como estd presente na amostra, e sem que haja
alteracdo da sua estrutura molecular como poderia ocorrer se esta fosse cristalizada para
execucdo de outras técnicas que assim o exijam, como por exemplo a cristalografia de
Raios-X [198]. Em particular, ja foi provado que o dicroismo circular (DC) é uma técnica
bastante Util na determinacdo da estabilidade de proteinas, em particular de 1gG, ao longo
do processo de purificacdo utilizando SAB [158]. No trabalho desenvolvido por Borlido
et al., os autores conseguiram provar uma completa biocompatibilidade dos SAB
constituidos por polimeros sensiveis a temperatura, sem qualquer influéncia dos
componentes formadores das duas fases aquosas. Mais especificamente, em relagdo aos
LIs, alguns “LIs hidratados” ou solu¢des aquosas de LIs ja demonstraram Ser meios
extraordinarios para a solubilizacdo e estabilizagdo de proteinas [199]. Outros estudos
também demonstraram que solucdes aquosas de LIs da familia dos amonios sdo capazes
de manter a estrutura nativa do citocromo c até concentracbes de 50 — 70% de LI
(contrariamente a desnaturacdo da proteina observada em solucbes semelhantes de
metanol ou acetonitrilo e agua) [200]. Venkatesu e 0s seus colaboradores [201]
demonstraram igualmente que os LIs da familia dos amonios atuam como estabilizadors
para proteinas globulares. Mais ainda, Taha et al. [202] demonstraram a estabilidade da
BSA apds uma etapa de extracao utilizando SAB constituidos por um polimero e por LIs
com capacidade tampao (Good'’s buffers), e Dreyer e Kragl [203] também mostraram que
os LIs podem ser utilizados como componentes formadores de fases para extrair e
estabilizar enzimas. Posto isto, parece plausivel que os LIs possam ser integrados com
sucesso nos processos de extracdo e purificacdo de biomoléculas, como é o caso da
investigacdo aqui discutida.

Assim sendo, embora neste trabalho tenha sido demonstrado que a adi¢ao de pequenas
quantidades de LIs como adjuvantes em SAB convencionais polimero-polimero
aumentam o rendimento de extracdo e o nivel de pureza da 1gG, foram ainda
desenvolvidos esfor¢os no sentido de avaliar o efeito dos LIs e do préprio processo de
extracdo que envolve a sua utilizacdo, na estabilidade estrutural da 1gG. Para tal, foram

utilizadas duas técnicas espetroscopicas que nos permitiram investigar a integridade da
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IgG em varias condi¢Ges, nomeadamente a técnica de DC e a espetroscopia de
fluorescéncia. O DC apresentou-se como uma técnica bastante promissora que nos
permitiu assim inferir acerca da integridade da estrutura da proteina, e em particular da
sua estrutura secundéria, sem que fosse necessario recorrer a outros métodos, como por
exemplo ELISA e proteina A para determinar a integridade das regides Fab e Fc da 1gG,
respetivamente. Apesar disso, no estudo conduzido neste trabalho, uma vez que a
quantificacdo da IgG nos SAB foi feita através de uma coluna de proteina G analitica,
podemos comprovar a priori a manutengdo da integridade da regido Fc da IgG com a
extracdo através de SAB constituidos por LIs como adjuvantes. Os estudos de
fluorescéncia foram conduzidos no sentido de suportar os resultados de DC e inferir
acerca da manutencdo da estrutura terciaria/enrolamento correto da IgG.

Neste sentido, a estratégia passou por estudar as condi¢cbes que suscitaram mais
interesse e/ou curiosidade na extracdo de IgG. De facto, uma das condi¢cdes mais
favoraveis e com as quais se estudou a sua potencialidade na extracdo e purificacdo de
IgG anti-1L-8 diretamente a partir de sobrenadantes de culturas celulares foram as que
incluiam o LI [Ch][Ac], pelo que foi entdo estudada a integridade da 1gG ap0s a extracao
com SAB contendo 1, 5 e 10% de [Ch][Ac]. Um outro LI que se revelou extremamente
promissor para este proposito foi o [Camim]Br, que permitiu atingir excelentes resultados
de extracéo e purificacdo da IgG. Contudo, a integridade da proteina na presenca deste LI
ndo foi estudada, uma vez que este LI contém um grupo imidazélio que apresenta um
pico a 211 nm, isto é, absorve na regido Far-UV (190 — 250 nm) que é a regido que se
pretendeu estudar, uma vez que € esta que nos permite inferir acerca dos elementos de
estrutura secundaria presentes nas proteinas. Isto significa que a obtencdo de um espetro
exato de DC de moléculas quirais nesta regido seria inviavel, mesmo depois da correcéo
da linha de base. Assim sendo, a integridade da proteina na presenca deste LI ndo pode
ser determinada, e sugere-se que no futuro esta venha a ser estudada recorrendo a outras
técnicas que se apresentem viaveis para o efeito, como por exemplo através de Fourier
Transform Infrared Radiation (FTIR). No entanto, estudou-se também as condicdes
contendo 1, 5 e 10% de [P4444]Cl, dado que levaram a um comportamento de extragdo que
ndo seria expectavel causando a perda de anticorpo com o aumento da concentracao de
LI introduzida no sistema, pelo que se tentou arrecadar nesta investigacdo algumas
evidéncias acerca do efeito que este LI possa apresentar ao nivel estrutural da 19G. E
importante salientar que estes estudos foram conduzidos com IgG pura/comercial, e 0s

resultados extrapolados para a IgG anti-1L-8 extraida a partir dos sobrenadantes das
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culturas celulares, uma vez que néo foi possivel atingir a purificagdo completa da 1gG
numa Unica etapa e 0s estudos espetroscopicos desenvolvidos requerem a presenca da
proteina pura na amostra.

Assim sendo, os dados obtidos através do equipamento de DC foram tratados, sendo
que se apresenta na Figura 36 os resultados em unidades de elepticidade molar da 1IgG em
PBS (na sua forma nativa e com o seu enrolamento correto), na fase rica em PEG apds
uma etapa de extracdo utilizando um SAB constituido por PEG 3350 + dextrano 500 kDa
+ H20 e na fase rica em PEG ap6s uma etapa de extracdo utilizando um SAB constituido
por PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H.O + diferentes concentragdes de [Ch][Ac]. E
importante salientar que a gama de comprimentos de onda escolhida foi de 198 — 250 nm
(Regido Far-UV) uma vez que a utilizagcdo de sais (e em particular LIs) aumentam
excessivamente a absorcao a valores de comprimento de onda menores [198], e esta foi a
gama definida em ensaios preliminares que permitiu manter a absorvancia total dentro

dos limites aceitaveis.

PBS Sem LI 1% [Ch][Ac] —@— 5% [Ch]Ac 10% [Ch]Ac

8000

6000

4000 \ f&f\ ::_715[1?]"}
ﬂ

2000 | F B pept  TTTTTEES

-2000 ‘\\ L
e

-4000 e

-6000

Elipticidade molar (deg-cm?/dmol)
o
|3

-8000

Comprimento de onda (hm)

Figura 36 — Espetros de DC na regido do Far-UV (198 — 250 nm) da IgG na sua forma nativa (em PBS) e
na fase rica em PEG ap0s a sua extragdo utilizando SAB constituidos por PEG + dextrano + H,O e com
diferentes concentracdes de [Ch][Ac] como adjuvante.

O DC tem vindo a ser utilizado como ferramenta para investigar eventuais alteraces
ao nivel da estrutura secundarias das proteinas, sendo que os maiores cromoforos
presentes nestas sdo as ligacdes peptidicas, que absorvem a luz Far-UV e induzem varias

transicdes n-n e -, originando as bandas de DC caracteristicas de varias conformacoes
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de estrutura secundaria, nomeadamente a-hélica, folha-f, volta-p e random coil.
Qualquer alteracdo na orientacdo da cadeia carbonada da proteina ir& afetar a transicdo
Gtica, indicando alteracBes na estrutura secundaria da proteina [198, 204].

De acordo com os resultados obtidos na Figura 36, € possivel constatar um espetro de
DC tipico de folha-p em todas as condic@es testadas, uma vez que se pode observar a
presenca de um minimo a um comprimento de onda de cerca de 216 nm e um maximo de
elipticidade molar préximo dos 200 nm. Contudo, verificou-se que os valores de
elipticidade sdo mais negativos quando a IgG se encontra em PBS, sendo que a
elipticidade no minimo segue a seguinte tendéncia crescente: PBS < sem LI < 1%
[Ch][Ac] < 5% [Ch][Ac] < 10% [Ch][Ac]. E importante salientar que o espetro referente
a condicdo de 10% [Ch][Ac] apresenta bastante ruido, pelo que poderiam ter sido
efetuadas mais acumulacgdes do espetro de forma a reduzir o ruido do espetro. Apesar
disso, é possivel denotar esta tendéncia no seu espetro que nos permite afirmar que se
trata da situacdo em que a elipticidade é maior a cerca de 216 nm, transmitindo a ideia de
que a estrutura secundaria sofre alteracdes, possuindo maior conteudo em random coil.
Posto isto, e no que concerne ao [Ch][Ac] € possivel concluir que o aumento da
concentracdo do LI no SAB de extracdo promove a perda de algum conteudo em folha-
B (maior valor de elipticidade a 216 nm), com um correspondente aumento do contetido
em random coil (suportado pelos baixos valores de elipticidade abaixo de 208 nm). No
entanto, o facto de se verificar em todas as situacGes a forma caracteristica de uma
proteina com um elevado conteddo em folha-B (com um minimo caracteristico a cerca de
216 nm) permite-nos afirmar a estabilidade da 1gG na presenca deste L.

As alteracdes do processo de extracdo contendo o LI [Ch][Ac] na estrutura terciaria da
IgG foram também investigadas através da observacdo das alteracdes na fluorescéncia
intrinseca da 1gG a um comprimento de onda de excitacdo de 280 nm. O espetro de
emissao de fluorescéncia surge devido aos residuos de aminoacidos aromaticos presentes
na IgG como o triptofano (Trp), a fenilalanina (Phe) e a tirosina (Tyr), capazes de sofrer
transicdes n-n". Devido essencialmente ao elevado nimero de residuos de triptofano
presentes na 1gG, a monitorizacdo das alterac6es na fluorescéncia intrinseca da proteina
apresenta-se como um método sensivel para provar alteracdes estruturais globais ao nivel
da estrutura terciaria da mesma. Neste sentido, na Figura 37 encontra-se representado o
espetro de emissdo de fluorescéncia normalizado e ndo normalizado para a IgG em PBS

(na sua forma nativa e com o seu enrolamento correto), na fase rica em PEG ap6s uma
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etapa de extracdo utilizando um SAB constituido por PEG 3350 + dextrano 500 kDa +
H>0 e na fase rica em PEG apds uma etapa de extracdo utilizando um SAB constituido
por PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H20 + diferentes concentragdes de [Ch][Ac].
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Figura 37 — Espetros de emissdo de fluorescéncia na regido compreendida entre 300 — 500 nm da IgG na
sua forma nativa (em PBS) e na fase rica em PEG ap0s a sua extracdo utilizando SAB constituidos por PEG
+ dextrano + H,O e com diferentes concentragdes de [Ch][Ac] como adjuvante: (A) Espetro de emissdo de
fluorescéncia normalizado de acordo com o comprimento de onda maximo; (B) Espetro de emissdo de
fluorescéncia ndo normalizado.

Através da analise da Figura 37 (A), é possivel constatar que ndo existe nenhum desvio
em termos de comprimento de onda maximo para nenhum dos espetros quando
comparados com o espetro da proteina nativa em PBS. Contudo, na Figura 37 (B) em que
se apresenta o espetro de emissdo de fluorescéncia ndo normalizado, é possivel verificar
uma intensidade de fluorescéncia muito elevada no espetro da proteina nativa, havendo
um decréscimo bastante acentuado na intensidade da 1gG ap0s a sua extracdo num SAB
convencional polimero-polimero e nos SAB polimero-polimero contendo o LI [Ch][Ac]

como adjuvante. Apesar disso, ndo se verificam diferencas consideraveis de intensidade
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entre o espetro da proteina extraida através de SAB sem LI ou através dos SAB com
diferentes concentragdes de LI, pelo que ndo se constata a existéncia de um efeito notério
de alteracdo da estrutura terciaria da proteina advindo da utilizacdo de maiores
concentragfes de LI. Assim sendo, a diminuicdo considerdvel da intensidade da
fluorescéncia verificada nestes espetros comparativamente com o espetro da proteina
nativa pode ser justificada por trés razdes principais. Em primeiro lugar, pode tratar-se de
um efeito da diluicdo da amostra, uma vez que a particdo da 1gG ocorre em diferentes
extensdes nos diferentes SAB, de maneira que a sua diferente concentragao entre amostras
pode estar na origem de algumas das discrepancias constatadas em termos de intensidade
de fluorescéncia; seguidamente, esta pode ser resultado do quenching dos residuos de Trp
devido a ligacdo do LI na sua vizinhanca; finalmente, pode significar a perda do
enrolamento da proteina. Tal como reportado por Deep et al. [205], as alteracbes na
intensidade da fluorescéncia ndo podem, sé por si, ser consideradas como uma prova de
perda do enrolamento ou do re-enrolamento das proteinas, pelo que as alteracGes
complementares na estrutura secundaria da proteina podem validar os resultados da
fluorescéncia. De facto, uma das hipoteses apontadas para o decréscimo da fluorescéncia
prende-se com a possibilidade de ocorrer a perda do enrolamento da IgG, e tendo em
consideracdo os resultados discutidos anteriormente relativos a perda de elementos de
estrutura secundaria em folha-f3 para random coil com o aumento da concentragéo de LI
no sistema, é possivel que esta seja talvez a hipdtese mais provavel do efeito que o
processo de extracdo contendo este LI apresenta na proteina de interesse, causando
alguma desnaturacdo embora ndo muito acentuada, uma vez que nao se verifica qualquer
desvio em termos de comprimento de onda maximo para qualquer situacéo (e que seria
um sinal evidente de um fendmeno de desnaturacdo da proteina).

No que diz respeito ao estudo da estabilidade da I1gG na presenca de [P4444]Cl, 0s dados
obtidos atraves do equipamento de DC foram tratados, sendo que se apresenta na Figura
38 os resultados em unidades de elepticidade molar da IgG em PBS (na sua forma nativa
e com o seu enrolamento correto), na fase rica em PEG ap0s uma etapa de extracdo
utilizando um SAB constituido por PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H20 e na fase rica
em PEG apds uma etapa de extracdo utilizando um SAB constituido por PEG 3350 +
dextrano 500 kDa + H,0 + diferentes concentracdes de [Pasa4]Cl.

Relativamente ao resultados obtidos na Figura 38 referente aos ensaios com o
[P4444]Cl, é possivel constatar um espetro de DC tipico de folha-B apenas nas condi¢Ges

da proteina nativa e apés a sua extragdo utilizando SAB sem LI adicionado ou com apenas
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1% de LI, uma vez mais devido a presenga de um minimo a um comprimento de onda de

cerca de 216 nm e um méximo de elipticidade molar proximo dos 200 nm.

PBS Sem LI 1% [P44]C —8— 5%|[P,,.]Cl 10% [P 13,,]C]
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Figura 38 — Espetros de DC na regido do Far-UV (198 — 250 nm) da 1gG na sua forma nativa (em PBS) e
na fase rica em PEG ap0s a sua extracdo utilizando SAB constituidos por PEG + dextrano + H2O e com
diferentes concentragdes de [P1444]Cl como adjuvante.

Com a extracao utilizando SAB a IgG aparenta perder algum conteudo de estrutura
secundaria em folha-3 uma vez que os valores de elipticidade para estas situagcdes sao
menos negativos do que na situagdo em que a IgG se encontra em PBS, 0 que representa
precisamente a perda de contetdo em folha-f. Contudo, aquando da introducéo de 5% e
10% de LI ao SAB polimero-polimero, verifica-se uma mudanca para valores negativos
de elipticidade abaixo de 208 nm, o que significa que aumenta o conteddo em random
coil presente na IgG. Esta perda de elementos de estrutura secundaria em folha- pode
estar relacionada com o pH do sistema, que como foi discutido anteriormente é de 2,6 e
1,7 para os sistemas contendo 5% e 10% de [P4444]Cl, respetivamente. De facto, ja foi
reportado que a exposicdo de imunoglobulinas a baixos valores de pH (pH < 3) leva a
obtencdo de uma estrutura com uma conformacdo estavel designada de A-state e que €
caracterizada por um elevado grau de estrutura secundaria, por uma hidrofobicidade
aumentada e uma tendéncia para que sofra lentamente um processo de agregacdo [206-
208]. Para além disso, uma vez que as condi¢cBes contendo 5% e 10% de [P4444]ClI
apresentam uma elipticidade molar mais negativa que a apresentada pela proteina na sua

conformacédo nativa, possivelmente significa que estamos perante uma situacdo de re-
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enrolamento da IgG, e na qual a concentracdo de 5% de LI aparenta ter o maior efeito
uma vez que apresenta o menor valor de elipticidade.

Uma vez mais, as alterac6es do processo de extragdo contendo agora o LI [P4444]Cl na
estrutura terciaria da lgG foram também investigadas através da observacdo das
alteracOes na fluorescéncia intrinseca da 1gG a um comprimento de onda de excitacdo de
280 nm. Na Figura 39 encontra-se representado o espetro de emisséo de fluorescéncia
normalizado e ndo normalizado para a IgG em PBS (na sua forma nativa e com o seu
enrolamento correto), na fase rica em PEG ap6s uma etapa de extragdo utilizando um
SAB constituido por PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H>O e na fase rica em PEG apds
uma etapa de extracdo utilizando um SAB constituido por PEG 3350 + dextrano 500 kDa
+ H,O + diferentes concentragdes de [Pas44]Cl.
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Figura 39 — Espetros de emissdo de fluorescéncia na regido compreendida entre 300 — 500 nm da 1gG na
sua forma nativa (em PBS) e na fase rica em PEG apds a sua extracado utilizando SAB constituidos por PEG
+ dextrano + H,O e com diferentes concentragdes de [Ch][Ac] como adjuvante: (A) Espetro de emisséo de
fluorescéncia normalizado de acordo com o comprimento de onda maximo; (B) Espetro de emissdo de
fluorescéncia ndo normalizado.
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De acordo com os resultados obtidos na Figura 39 (A), em que € possivel observar os
espetros normalizados de emissdo de fluorescéncia, verifica-se que ndo existem
alteracOes consideraveis no comprimento de onda méximo nos diferentes espetros, exceto
na condigdo contendo 1% de LI, em que se constata um ligeiro desvio do comprimento
de onda de cerca de 334 nm (referente ao espetro da proteina na sua conformacao nativa)
para cerca de 339 nm, possivelmente resultado do estabelecimento de ligagOes de
hidrogénio que originam esse desvio do espetro em 5 nm. Deste modo, é possivel inferir
que ndo ocorrem alteracbes drasticas de estrutura terciaria com a utilizacdo de
concentragdes mais elevadas de LI. No entanto, € possivel denotar um comportamento
extremamente interessante nos espetros de emisséo de fluorescéncia ndo normalizados.
A presenca de 5% e 10% de LI no processo de extracdo promove 0 aumento da
intensidade da fluorescéncia da IgG, que mesmo apresentando-se numa concentracao
inferior nestas situacdes (resultado do processo de extragéo, quer pela diluicdo causada
pela particdo da biomolécula pelas duas fases aquosas, quer pela perda de proteina por
precipitacdo que foi visivel macroscopicamente), resultou num valor de intensidade
superior em ambos 0s casos que o obtido para a proteina em PBS. Deste modo, esta
apresenta-se como uma evidéncia que permite corroborar e suportar os resultados
referentes aos ensaios de DC nestas condicOes, sendo possivel concluir que este LI
aparenta induzir um re-enrolamento da proteina quando presente a uma concentracéo de,
pelo menos, 5% no sistema de extracdo. No entanto, o efeito curioso induzido pela
presenca deste LI é um efeito que carece de um estudo mais aprofundado, nomeadamente
através de métodos de simulacdo molecular, no sentido de esclarecer as interacfes e
ligacbes que ocorrem entre o LI e o proprio anticorpo e que possam justificar os
comportamentos dispares de precipitacdo/re-enrolamento do anticorpo verificados em
simultaneo. Ap6s uma analise integrada de todos os dados obtidos, foi possivel concluir
que o LI [Ch][Ac] demonstrou manter a estabilidade da estrutura em folha-g da 1gG,
induzindo contudo a perda de alguns elementos estruturais com o aumento da
concentracdo de LI utilizado. Por sua vez, a utilizacdo de concentracdes mais elevadas de
[P4444]Cl permitiu a ocorréncia de um re-enrolamento da proteina com a utilizagdo de pelo
menos 5% de LI no sistema convencional polimero-polimero. Posto tudo isto, e
naturalmente dentro das limitacGes experimentais, concluiu-se que a técnica de DC
suportada com os dados de espetroscopia de fluorescéncia permitiu obter informacdes
extremamente relevantes no que concerne a estabilidade da 1gG na presenca de LIs e apds

0 processo de extracdo envolvendo uma etapa de SAB contendo esses mesmo LIs.
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3.7. Conclusoes

Tendo em consideragdo o enorme potencial das linhas celulares obtidas a partir de
celulas de 6vario de hamster chinés para a producdo de biofarmacos terapéuticos, neste
trabalho foi mantida com sucesso uma cultura celular CHO DP-12 num meio 25%
DMEM/ 75% ProCHO™5 para a producdo de anticorpos monoclonais IgG anti-1L-8.
Atraveés de estudos morfoldgicos foi caracterizada como sendo uma cultura de células
aderentes, nas quais as células adquirem uma morfologia em forma de fibroblasto ao
longo do tempo de cultura. No que concerne a sua proliferacdo, demonstrou-se a
adaptacdo da cultura ao meio, sendo possivel atingir elevadas produtividades ap6s quatro
passagens, tendo a concentracdo de anticorpos humanos anti-1L-8 produzidos variado
entre 31 — 103 mg/L.

Com o intuito de desenvolver novas plataformas de extracdo e purificacdo para
anticorpos, e em particular para a IgG, neste trabalho foram testados dois tipos
maioritarios de SAB integrando LIs como adjuvantes na sua constituicdo: SAB do tipo
polimero-sal e SAB do tipo polimero-polimero. Concluiu-se que nos SAB constituidos
por PEG 3350 + fosfato pH 7 + H20 + LI, aadi¢do de 1, 5 e 10% de LI favoreceu pouco
a extracdo de IgG comparativamente com o sistema sem LI adicionado, pelo que estes
sistemas ndo demonstram uma elevada potencialidade com vista a extracéo seletiva de
IgG, devido a elevada disperséo da carga idnica dos LIs que ndo permite que estes sejam
tao “fortes” a manipular a polaridade das fases coexistentes de um sistema contendo sais
inorganicos. Contrariamente, os sistemas compostos por PEG 3350 + dextrano 500 kDa
+ H>O + LI demonstraram um grande potencial para a extragéo seletiva e purificagdo de
IgG. Este tipo de sistema foi caracterizados através da determinacéo do diagrama de fases,
TLs e TLLs. Os diferentes LIs estudados permitiram inferir acerca do efeito que o catido,
0 anido e a concentracdo do LI apresentam sobre o comportamento de particdo da 1gG
nos sistemas. Deste modo, foi possivel alcancar um rendimento de extracdo superior a
97% utilizando um SAB constituido por PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H20 + 10%
[Ch][Ac], e é importante salientar que os sistemas PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H,O
+15% [Camim]Br e PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H20 + 20% [Csmim]Br permitiram
a extracdo completa da IgG numa Unica etapa.

Apo6s o processo de triagem dos SAB mais adequados para a extracdo de IgG,
procedeu-se a sua utilizacdo como plataformas para a purificacdo de 1gG anti-IL-8

diretamente a partir de sobrenadantes de culturas celulares CHO DP-12. Dos varios
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sistemas estudados que permitiram a particdo das proteinas em solugdo pelas duas fases
aquosas coexistentes, o sistema constituido por PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H20 +
20% [Csmim]Br permitiu a obtengdo de resultados extremamente promissores, dado
indicar uma particéo seletiva entre a IgG e as impurezas proteicas para fases opostas. De
facto, a 1gG foi extraida de uma matriz real e complexa com um rendimento de
aproximadamente 82%, e com um nivel de pureza de cerca de 64% em apenas uma etapa
de extracdo. Mais ainda, provou-se a manutengdo da integridade estrutural da proteina
durante o processo de extracéo e na presenca de LIs, embora seja de crucial relevancia o
estudo mais suportado e conclusivo do efeito especifico do [Csmim]Br na estrutura
secundaria/terciaria da proteina. Embora ndo se tenha alcancado uma purificacdo
completa da IgG num Gnico passo de extra¢do, no sistema destacado é claramente visivel
uma migracgéo preferencial das impurezas proteicas para a fase inferior e uma retencao
bastante elevada da 1gG na fase superior. Deste modo, a purificagdo completa da 1gG
parece plausivel através da aplicacdo de etapas consecutivas de separacdo, de maneira a
remover completamente as impurezas da fase que contém o anticorpo de interesse. No
entanto, torna-se fundamental a existéncia de algum trabalho futuro no sentido de
comprovar esta possibilidade.

Assim sendo, pela primeira vez foi estudada e aplicada com sucesso a utilizacdo de
LIs como adjuvantes em SAB polimero-polimero como plataformas de purificacdo de
IgG a partir de sobrenadantes de culturas celulares. Deste modo, é possivel concluir que,
neste trabalho, foi desenvolvida uma nova plataforma mais benigna, eficiente e com baixo
custo associado para a purificacdo de IgG diretamente a partir de sobrenadantes de
culturas celulares CHO, capaz de ser adotada pela industria farmacéutica através da
utilizacdo de equipamentos de cromatografia de contra corrente (CCC) ou de

cromatografia de parti¢do centrifuga (CPC).

116



3.8. Trabalho futuro

Futuramente, deverdo ser investigadas as eventuais interagdes entre o LI [P444]Cl e a
IgG, de maneira a ser percetivel o mecanismo molecular que leva ao “desaparecimento”
da proteina nos sistemas em que é utilizado como adjuvante, nomeadamente através de
estudos de espetroscopia ou simulagdo molecular. Mais ainda, seria relevante confirmar
0 seu efeito de re-enrolamento da proteina (conclusao retirada a partir dos dados de DC e
espetroscopia de fluorescéncia) e perceber o mecanismo e as condi¢cdes nas quais esse
fendmero acontece.

Relativamente a extracdo e purificacdo de IgG, futuramente deverdo ser efetuados
estudos complementares no sentido de verificar a capacidade do sistema constituido por
PEG 3350 + dextrano 500 kDa + H>O + 20% [Csmim]Br para purificar 1gG através de
varias etapas sucessivas de extracdo. Para além disso, devem ser conduzidos estudos
relativos a manutencédo/alteracdo da estrutura secundéria e terciaria da proteina neste
sistema de extragdo, nomeadamente por FTIR e espetroscopia de fluorescéncia,
respetivamente. E também relevante determinar a atividade especifica do anticorpo anti-
IL-8 ap0s a etapa de extracdo através de técnicas de ELISA. Néao obstante, devem também
ser conduzidas investigacbes no sentido de provar o scale-up deste sistema,
nomeadamente através da utilizacdo de CPC, advindo dai a vantagem adicional de ser
possivel aumentar ainda mais o nivel de pureza da IgG numa Unica corrida. Também sera
conveniente estudar a possibilidade de reciclar o SAB utilizado, visando a reducdo dos
custos aliado ao desenvolvimento de uma técnica mais sustentavel.

Para além disso, alguns dos SAB estudados neste trabalho devem ser estudados
novamente, de forma a tentar potenciar a sua utilizacdo como plataformas de
extracdo/purificacdo através da introducdo de alguns ajustes na sua composicéao,
nomeadamente com a adicdo de outras concentracdes de LIs como adjuvantes, ou
utilizando diferentes concentracdes de PEG/dextrano.

No futuro, dever-se-a explorar a utilizacdo de LIs mais benignos, biocompativeis e
provenientes de fontes renovaveis, tais como os derivados de aminoacidos (como a
betaina e a glicina) e de hidratos de carbono, introduzidos nos SAB como adjuvantes ou
mesmo como componentes formadores de fases.

Finalmente, 0 SAB que se destacou neste trabalho pode também ser recomendado para
a extracdo e purificacdo de outros biofarmacos, nomeadamente para acidos nucleicos ou

proteinas recombinantes.
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5. Anexos

Anexo A: Lista de anticorpos monoclonais terapéuticos.

Tabela A. 1 — Anticorpos monoclonais terapéuticos aprovados ou em revisdo pela US Food and Drug

Administration em Junho de 2015.

Denominacéo Ano da
Nome L .
comum . Alvo Formato Indicacdo primeira
. . comercial 5
internacional aprovacao
Reversdo da
Idarucizumab Pendente Dabigatran Fap aptlcoqgulagao E.m x
Humanizado induzida por revisao
dabigatran
Alirocumab Praluent PCSK9 1gG1 Colesterol elevado E.m x
Humana revisédo
Mepolizumab Pendente IL-5 IgG.l PR Sl E_m ~
Humanizada severa reviséo
Necitumumab Pendente EGFR 1gG1 ancro d? pulmao de E.m~
Humana células ndo-pequenas revisao
1gG2 Em
Evolocumab Repatha PCSK9 Colesterol elevado .
Humana reviséo
Dinutuximab Unituxin GD2 IgGl Neuroblastoma 2015
quimérica
Secukinumab Cosentyx IL-17a lyer Psoriase 2015
Humana
. . 1gG4
Nivolumab Opdivo PD1 Melanoma 2014
Humana
A Leucemia
Blinatumomab Blincyto CD19, CD3 bispecific . f 2014
linfoblastica aguda
tandem scFv
Pembrolizumab Keytruda PD1 IgG.4 Melanoma 2014
Humanizada
Ramucirumab Cyramza VEGFR2 9G1 Cancro gastrico 2014
Humana
. . Integrina IgG1 Colite ulcerativa,
Ve Al Entyvio a4p7 Humanizada doenca de Crohn 2014
Siltuximab Sylvant IL-6 IgGl Doenga de 2014
guimérica Castleman
Obinutuzumab Gazyva CD20 IgG_l Leuceml:fx I_mfocmca 2013
Humanizada cronica
Ado- 14G1
trastuzumab Kadcyla HER2 gs. Cancro da mama 2013
. Humanizada
emtansine
Raxibacumab Pendente B. anthrasis l9G1 Infecdo por Anthrax 2012
PA Humana
Pertuzumab Perjeta HER2 IgG.1 Cancro da mama 2012
Humanizada
Linfoma de
Brentum_mab Adcetris CD30 IgGl Hodgkin, Ilnfoma de 2011
vedotin quimérica grandes células

anaplastico sistémico
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lgG1

Lupus eritematoso

Belimumab Benlysta BLyS o 2011
Humana sistémico
Ipilimumab Yervoy CTLA-4 1961 Melanoma 2011
Humana metastatico
Denosumab Prolia RANK-L 19G2 Perda de massa Gssea 2010
Humana
Tocilizumab RoActemra, IL-6R IgG_l Artrite reumatoide 2010
Actemra Humanizada
Ofatumumab Arzerra CD20 IgG1 Leucemlz,a I_mfocmca 2009
Humana cronica
. . 1gG1 Sindrome de
Canakinumab laris IL-1B Humana Muckle-Wells 2009
Artrite reumatoide e
Golimumab Simponi TNE IgG1 psoriatica, 2009
Humana espondilite
anquilosante
. 1gG1 .
Ustekinumab Stelara IL-12/23 Psoriase 2009
Humana
Certolizumab Cimzia TNF Fap Doenca de Crohn 2008
pegol Humanizada
mAb
Catumaxomab Removab EPCAM/CD3  biespecifico Ascites malignas NA
de rato
Eculizumab Soliris cs gG2/4 Hemoglobinuria 2007
Humanizada paroximal noturna
Ranibizumab Lucentis VEGF 7 IgGl Degeneracdo 2006
Humanizada macular
Panitumumab Vectibix EGFR l9G2 Cancro colo-retal 2006
Humana
Natalizumab Tysabri Integrina a4 Ingl Esclerose multipla 2004
Humanizada
Bevacizumab Avastin VEGF IgG.1 Cancro colo-retal 2004
Humanizada
Cetuximab Erbitux EGFR IgGl Cancro colo-retal 2004
quimérica
Efalizumab Raptiva CD1la IgG.1 Psoriase 2003 #
Humanizada
. . 1gG1
Omalizumab Xolair IgE . Asma 2003
Humanizada
Tositumomab- Linfoma Néo-
1131 Bexxar CD20 IgG2a de rato Hodgkin 2003 #
Ibr|_tumomab Zevalin CD20 IgG1 de rato o I_\Iao- 2002
tiuxetan Hodgkin
Adalimumab Humira TNF l9G1 Artrite reumatoide 2002
Humana
MabCampath, Leucemia mieloide .
Alemtuzumab  Campath-1H; CD52 IgG_l cronica #; esclerose 2001 %
Humanizada L 2014
Lemtrada multipla
Gemtuzu_m_ab Mylotarg CD33 IgG.4 Leucemia mieloide 2000 #
0zogamicin Humanizada aguda
Trastuzumab Herceptin HER2 IgG_l Cancro da mama 1998
Humanizada
Infliximab Remicade TNF IgGl Doenca de Crohn 1998
quimérica
14G1 Prevencéo da infegdo
Palivizumab Synagis RSV 9%. respiratoria pelo 1998
Humanizada

virus sincicial
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Prevencdo da

Basiliximab Simulect IL-2R lgG1 rejeicio em 1998
quimérica .
transplantes de rim
Prevencéo da
. Zenapax; i IgG1 rejeicdo em 1997 #;
Eezact Zinbryta 152X Humanizada = transplantes derim | em revisdo
#; esclerose multipla
S MabThera, 1gG1 Linfoma Nao-
Rituximab Rituxan €D20 quimérica Hodgkin 1997
Prevencéo de
Abciximab Reopro GPIIb/Illa Fa_b Ig(_;l coagulos sanguineos 1994
quimérico . .
em angioplastia
Reversdo da rejeicdo
Muromonab- Orthoclone
CD3 OKt3 CD3 1gG2a de rato em transplante de 1986 #

rim

# - Retirados ou com comercializacdo descontinuada pela primeira indicacdo aprovada;

NA — Nao aprovado nos Estados Unidos mas aprovado na Unido Europeia.
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Anexo B: Curva de calibragéo para quantificacdo de 1gG por cromatografia de

afinidade com Proteina G.

Para cada ensaio de quantificacdo de 1gG por cromatografia de afinidade utilizando
Proteina G, uma curva de calibracdo foi preparada utilizando IgG Gammanorm como
proteina padrdo, em concentragdes a variar entre 0s 0,2 mg/L e 0s 20 mg/L. Apesar de ser
preparada uma nova e fresca curva de calibracdo para a analise de cada conjunto de
amostras, na Figura B.1 encontra-se representada um exemplo de uma curva de calibracao
tipicamente obtida para a quantificacdo de 1gG. Esta representa a concentracao de IgG,
[1gG], expressa em mg/L em funcéo da area do pico do cromatograma correspondente a

IgG, expressa em mAU*min.

Curva de calibragdo de baixas

concentracoes
1,2
. |¥=0,5933x+0,1575
. . S
— R?=0,9952
W 08 -
E e K
% 04 e
02 e
0
0,0000 0,5000 1,0000 1,5000 2,0000
Area (mAU*min)
Curva de calibracdo de elevadas
concentracoes
25
o ¥=0,1199x+0,9953 .
'__I-' R2=0J9988 ..
B 15 et
£
w10 b
1 L
= A
5 e
.
0

0,0000 50,0000  100,0000  150,0000  200,0000
Area (mAU*min)

Figura B. 1 — Exemplo de uma curva de calibragdo tipicamente utilizada para a quantificacdo de 1gG por
cromatografia de afinidade com Proteina G, obtida através de solug@es stock de 1gG Gammanorm com
concentracdes compreendidas entre 0,2 mg/L e 20 mg/L.
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Anexo C: Curva de calibracao para quantificacdo de anides CL™ através de elétrodo

seletivo de cloretos.

Para cada ensaio de quantificacdo de LIs por quantificacdo do anido CI™ por elétrodo
seletivo de cloretos, uma curva de calibracdo foi preparada utilizando KCI como padrao,
em concentracdes a variar entre 0s 0,1 mmol/L e os 100 mmol/L. Apesar de ser preparada
uma nova e fresca curva de calibracdo para a analise de cada conjunto de amostras, na
Figura C.1 encontra-se representada um exemplo de uma curva de calibracéo tipicamente
obtida para a quantificacdo de cloretos. Esta representa a diferenca de potencial, U,
expressa em mV em funcéo da concentracdo de CI- expressa em mmol/L.

Curva de calibracédo [Cl]

250
200 y =-52,53x+ 179,54
R% =0,9989
—_ 150
-
£
= 100
50
0
1,5 1 0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5

log [CI]

Figura C. 1 — Exemplo de uma curva de calibracdo tipicamente utilizada para a quantificacdo de LlIs por
quantificacdo do anido Cl através de elétrodo seletivo de cloretos, obtida através de uma solucéo stock de
KCI com concentracdes compreendidas entre 0,1 mmol/L e 100 mmol/L.
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Anexo D: Curva de calibragdo para quantificacdo das proteinas totais pelo método
de Bradford.

Para cada ensaio de quantificacdo das proteinas totais pelo método de Bradford, uma
curva de calibracdo foi preparada utilizando BSA como padrdo, em concentracfes a variar
entre os 5 mg/L e os 400 mg/L. Apesar de ser preparada uma nova e fresca curva de
calibragdo para a analise de cada conjunto de amostras, na Figura D.1 encontra-se
representada um exemplo de uma curva de calibracdo tipicamente obtida para a
quantificacdo das proteinas totais. Esta representa a concentracdo da BSA, [BSA],
expressa em mg/L, em funcdo da absorvancia a um comprimento de onda de 595 nm,
expressa em unidades de absorvancia (UA).

Curva de calibracdo BSA
450

y =490,51x2- 110,78x + 18,665
R? =0,994

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Absorvancia (A = 595 nm)

Figura D. 1 - Exemplo de uma curva de calibracdo tipicamente utilizada para a quantificacdo das proteinas
totais pelo método de Bradford, obtida com a BSA como padrdo e com concentragdes compreendidas entre
5 mg/L e 400 mg/L.
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Anexo E: Curvas binodais experimentais
As fracbes massicas do diagrama de fases do sistema composto por PEG 3350 +

dextrano 500 kDa + H20 encontram-se listados na Tabela E.1.

Tabela E. 1 — Dados experimentais das fracdes méassicas para o sistema constituido por PEG 3350 (1) +
dextrano 500 kDa (2) + H,0 (3) a 25 °C (+ 1 °C), a pressdo atmosférica e ao pH do sistema.

% (m/m) 1 % (m/m) 2 % (m/m) 3 % (m/m) 1 % (m/m) 2 % (m/m) 3

10,4745 ‘ 0,6808 88,8447 6,7963 4,2348 88,9689
8,1115 1,1045 90,7840 6,7822 3,9927 89,2251
7,6084 ‘ 2,0643 90,3273 6,7419 4,1040 89,1541
7,5826 1,7642 90,6532 6,7374 4,2484 89,0142
7,5289 ‘ 1,8281 90,6430 6,6656 4,3785 88,9559
7,5231 1,8902 90,5867 6,5830 4,5339 88,8831
7,5202 ‘ 1,9598 90,5200 6,5203 4,6941 88,7856
7,4584 2,0149 90,5268 6,4852 4,8920 88,6228
7,4578 ‘ 2,0573 90,4849 6,4258 5,0801 88,4941
7,4555 2,1252 90,4192 6,3457 5,3002 88,3540
7,4309 ‘ 2,2016 90,3675 6,2741 5,5169 88,2091
7,3985 2,2544 90,3471 6,2245 5,7488 88,0267
7,3520 ‘ 2,3280 90,3200 6,1157 6,1475 87,7368
7,3269 2,3820 90,2911 6,0849 5,9921 87,9230
7,3025 ‘ 2,4502 90,2474 5,9954 6,3136 87,6910
7,3006 2,5178 90,1816 5,9580 6,7165 87,3255
7,2155 ‘ 2,5768 90,2078 5,8089 7,0436 87,1475
7,2154 2,6301 90,1545 5,6593 7,3540 86,9867
7,2056 ‘ 2,6881 90,1064 5,6407 7,4335 86,9257
7,1763 2,7321 90,0916 5,4872 7,8060 86,7068
7,1715 ‘ 2,7945 90,0341 5,4729 7,8502 86,6769
7,1493 2,8503 90,0003 5,3684 8,2916 86,3400
7,1415 ‘ 2,9035 89,9550 5,3102 8,2704 86,4194
7,1153 2,9603 89,9244 5,1787 8,8333 85,9879
7,1128 ‘ 3,0218 89,8653 5,0977 8,8574 86,0449
7,1066 3,1087 89,7847 4,9985 9,5192 85,4823
7,0740 ‘ 3,1823 89,7437 4,8936 9,4456 85,6609
7,0279 3,2507 89,7215 4,8065 10,2910 84,9025
6,9946 ‘ 3,3267 89,6787 4,5479 10,4751 84,9770
6,9747 3,4216 89,6036 4,5081 11,0908 84,4011
6,9403 ‘ 3,5007 89,5591 4,1995 12,1620 83,6386
6,8840 3,5788 89,5371 3,8950 13,7756 82,3294
6,8802 ‘ 3,6861 89,4336 3,5827 16,0277 80,3897
6,8700 3,7946 89,3354 3,0366 18,6363 78,3271
6,8266 ‘ 3,8870 89,2865
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